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AI Avtoimunske bolezni, med katere spada tudi diabetes tipa 1, se pogosto razvijejo 
kot posledica upada mehanizmov imunske tolerance. Pomemben del slednje 
predstavljajo podskupina T limfocitov, imenovanih regulatorne T celice (Treg), ki s 
svojo imunosupresivno funkcijo preprečujejo avtoimunsko delovanje lastnih celic 
in katerih umanjkanje ali nedelovanje je lahko pogosto pomemben faktor v razvoju 
avtoimunskih bolezni. Za njihov razvoj iz timocitov je ključno stabilno izražanje 
transkripcijskega faktorja FOXP3, ki deluje kot glavni regulator diferenciacije 
Treg. Zadostna aktivacija izražanja FOXP3 v drugih T-limfocitih ali celo 
sorodstveno bolj oddaljenih celicah bi lahko bil zadosten signal za diferenciacijo v 
Treg in pridobitev imunosupresivnega fenotipa. V magistrskem delu smo poskušali 
ustvariti in preizkusiti transkripcijske dejavnike, vezane na Cas9 proteine, za 
specifično aktivacijo izražanja FOXP3. Za usmerjanje Cas9 proteinov na tarčno 
mesto smo ustvarili različne vodilne RNA (sgRNA) molekule, ki so prepoznale 
specifična mesta na ključnih regulatornih mestih gena FOXP3. S poskusi in vivo 
smo dosegli visoko povišanje ob uporabi trodelnega aktivatorja VPR, vezanega na 
Cas9 protein z izničeno nukleazno aktivnostjo (dCas9:VPR). Najvišjo aktivacijo 
izražanja FOXP3 smo dobili ob ciljanju promotorske regije gena FOXP3 ter 
regulatorne regije, katero smo poimenovali Cage1. Po optimizaciji aktivacije 
izražanja smo prav tako preverili spremembo izražanja ključnih tarčnih genov 
proteina FOXP3 v celicah, ki imajo FOXP3 utišan. Uvodni poskusi aktivacije 
izražanja FOXP3 v celični liniji HEK293T so pokazali določeno mero ujemanja 
izražanja tarčnih genov s Treg celicami. Z nalogo smo pokazali moč metode za 
tarčno aktivacijo izražanja ter potrdili pomembnost regije Cage1 za tarčno 
aktivacijo. Metoda bi lahko bila močno orodje pri poskusih diferenciacije celic v 





Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  




KEY WORD DOCUMENTATION 
ND Du2 
DC UDC 577.27:606.61:602.6(043.2)         
CX CRISPR/dCas9/type 1 diabetes/FOXP3/regulatory T cells/plasmids/HEK293T 
            cells/transcription activation/gene regulation/transcription factors 
AU PRAZNIK, Arne  
AA HORVAT, Simon (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical faculty, Biotechnology, Master study 
programmes Biotechnology 
PY 2017 
TI DEVELOPMENT OF Cas9 PROTEIN BASED TRANSCRIPTION  
            REGULATORS FOR THE REGULATION OF REGULATORY T-CELLS 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XIII, 79, [12] p., 20 tab., 30 fig., 10 ann.,74 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Autoimmune disease, such as type 1 diabetes, often arrise as a result of a defect in  
            one or mechanisms of immune tolerance. An important part of immune tolerance 
are a subpopulation of T cells, called regulatory T cells (Treg), which prevent the 
autoimmune activity of aggresive immune cells, and whose depletion or inactivity 
can lead to severe autoimmune reactions. Stable expression of the master regulator 
transcription factor FOXP3 is key for their development from thymocytes. Stable 
induction of FOXP3 expression could potentially drive the differentiation of other 
T cell population, as well as other cells, towards a Treg lineage and an acquisition 
of an immosupresive phenotype. In my masters thesis, we aimed at developing and 
testing transcription activators, bound to modified Cas9 proteins, for the specific 
induction of FOXP3 expression. We have designed novel short guide RNA 
(sgRNA), that direct the Cas9 to specific sites on key regulatory regions of the 
FOXP3 gene. We have achieved high in vivo expression induction of FOXP3 with 
the use of a tripartite transcription activator VPR, bound to a nuclease-null mutant 
of Cas9 protein (dCas9:VPR). The highest induction of expression was obtained 
when we used dCas9:VPR in combination with sgRNA which target the core 
promotor of FOXP3 and a regulatory region, which we termed Cage1. After the 
success in achieving transcription activation, we wanted to check the expression 
profile of key FOXP3 target genes in cells, which normally do not express FOXP3. 
Initial experiments in HEK293T cell line showed a certain degree of correlation of 
gene expression to that of Treg cells, after the activation of FOXP3 expression. 
With our work we have presented a powerfull tool for targeted gene expression, as 
well as the imporatance of the Cage1 region for the activation of FOXP3 
expression. Our tool could be used in further experiments which aim at the 
generation of Treg cells, which could potentially be used to treat different 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
%   odstotek 
°C   stopinje Celzija 
α   alfa 
β   beta 
γ   gama 
µg   mikrogram 
µl   mikroliter 
µm   mikrometer 
A   absorbanca pri določeni valovni dolžini 
angl   angleško 
APC   antigen predstavitvene celice 
BCR   B-celični receptor 
bp   bazni pari 
cDNA   komplementarna DNA 
ChrX   kromosom X 
CNS   ohranjeno nekodirajoče zaporedje 
CRISPR             enakomerno razmaknjena ponavljajoča se zaporedja 
Cp   točka prestopa (angl. Crossing point) 
CTL              citotoksične celice T 
DEPC   dietil dikarbonat 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
E   učinkovitost pomnoževanja (angl. Efficiency) 
g   gram  
GDM   gestacijski diabetes 
HEK293T  celična linija človeških ebrionalnih ledvičnih celic 
H0   ničelna hipoteza 
IPEX   Imunska disregulacija, Poliendokrinopatija, Enteropatija, X-vezan       
                                    sindrom 
iTreg   inducirani regulatorni limfociti T 
kb   kilobaze 
l   liter 
M   molaren 
mg   miligram 
min   minute 
mm   milimeter 
mM   milimolaren 
mRNA  informacijska RNA (an. messenger RNA) 
MHC   poglavitni histokompatibilnostni kompleks 
MQ   dodatno očiščena deionizirna voda (Milli Q) 
NaCl   natrijev klorid 
NFAT   nuklearni faktor aktiviranih T-celic 
ng   nanogram 
NK   celice naravne ubijalke (angl. natural killer cells) 
nt   nukleotidi 
XIII 
 
Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  




OR   razmerja obetov (angl. odds ratio) 
nTreg   naravni regulatorni limfociti T 
PBMC   periferne krvne mononuklearne celice 
PCR   verižna reakcija s polimerazo 
PEI   polietilen imin 
PRR   vzorčno prepoznavni receptorji (angl. pattern recognition receptors) 
qPCR   kvantitativni PCR 
RNA   ribonukleinska kislina 
rpm   obrati na minuto 
s   sekunde 
sgRNA  majhna vodilna RNA molekula 
sod   sodelavci 
T1DM   diabetes tipa 1 
T2DM   diabetes tipa 2 
TF   transkripcijski faktor 
TCR   T-celični receptor 
TGF   tumorski (ali transformirajoči) rastni faktor 
TH   celice T pomagalke 
Treg   regulatorni limfociti T 
TSS   mesto začetka transkripcije (angl. transcription start site)      
V   volti 
YFP   Rumeni fluorescentni protein (angl. Yellow fluorescent protein) 
Zn   cink   
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Diabetes tipa 1 (T1DM) je avtoimunska bolezen, pri kateri pride do postopnega uničenja 
inzulin producirajočih β celic Langerhansovih otočkov v pankreasu. Pri uničenju β celic na 
začetku sodelujejo T in B celice, ki prepoznajo lastne antigene kot tuje, zaradi česar 
izzovejo imunski napad zoper lastna tkiva. Pri tem se ustvari specifično mikrookolje, ki 
aktivira tudi druge imunske celice. Te prav tako pripomorejo k uničenju β celic in 
posledično k postopnemu razvoju bolezni (van Belle in sod., 2011). 
Sam izvor avtoimunskih celic ni posledica okvare delovanja specifičnega mehanizma, 
temveč razvoja množice imunskih celic z različnimi receptorji za prepoznavo antigenov. 
Pri naključni reorganizaciji genov za T in B celične receptorje se neizbežno tvorijo tudi 
takšni, ki vežejo lastne antigene in so posledično avtoimunski. V zdravem telesu to 
preprečuje več mehanizmov, ki jih skupaj imenujemo imunska toleranca. Pojav T1DM 
tako ni zgolj posledica tvorbe avtoimunskih celic, ampak na razvoj bolezni bolj pomembno 
vplivajo okvare mehanizmov imunske tolerance. 
Pomemben mehanizem imunske tolerance je delovanje tako imenovanih regulatornih T 
celic (Treg), podskupine T limfocitov z imunosupresivnim delovanjem, ki nadzorujejo 
prekomerno agresivno delovanje celic imunskega sistema in s tem vzdržujejo imunsko 
homeostazo. Več raziskav je pokazalo okvarjeno delovanje ali odsotnost Treg celic pri 
številnih avtoimunskih boleznih, med drugim tudi T1DM. Povrnitev delovanja, in vivo 
namnožitev ali dodatek ex vivo namnoženih Treg celic bi tako lahko močno izboljšali 
stanje bolnikov ter ob zgodnjem ukrepanju morda celo zavrli razvoj bolezni. Zaradi 
splošne vloge Treg celic pri imunski toleranci lahko sklepamo, da terapije z njimi ne bi bile 
primerne za zdravljenje zgolj T1DM, temveč tudi drugih avtoimunskih bolezni. 
Pri razvoju Treg celic je ključnega pomena transkripcijski faktor FOXP3, ki nadzoruje 
izražanje številnih genov, povezanih s Treg fenotipom. Njegovo izničenje privede do 
pomanjkanja Treg celic in posledično do razvoja hudih avtoimunskih bolezni. Vnos gena 
FOXP3 v T limfocite, ki FOXP3 ne izražajo, privede do pridobitve imunosupresivnih 
lastnosti, značilnih za Treg celice. Ponovna aktivacija izražanja gena FOXP3 v celicah, ki 
ga ne izražajo, bi torej lahko bila zadosten signal za diferenciacijo celic v smer Treg 
fenotipa. 
1.1 CILJI IN NAMEN DELA  
Cilj pričujoče naloge je aktivirati izražanje gena FOXP3 s transkripcijskimi aktivatorji na 
osnovi sistema CRISPR/Cas9. Ustvarili bomo nabor vodilnih RNK molekul, ki ciljajo 
specifična tarčna mesta na genomu, s čimer privedejo transkripcijski aktivator na želeno 
mesto. Ciljali bomo mesta v različnih regulatornih regijah  gena FOXP3 in določili tarčna 
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mesta za najbolj učinkovito aktivacijo transkripcije gena FOXP3. Preverili bomo tudi 
spremembe v izražanju tarčnih genov proteina FOXP3, značilnih za regulatorne T celice, 
ter kakšna količina FOXP3 zadošča za diferenciacijo celic v Treg. Začetne poskuse bomo 
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2 PREGLED LITERATURE 
2.1 AVTOIMUNSKE BOLEZNI 
Najpomembnejša funkcija imunskega sistema je ločevanje med lastnim in tujim. Vsak 
tujek, ki ne spada v telo, predstavlja potencialno nevarnost telesu in mora biti ustrezno 
odstranjen ali nadzorovan. Kadar imunski sistem ni sposoben ločiti lastnega od tujega, 
govorimo o avtoimunskih odzivih. Zaradi nepravilnega prepoznavanja lastnih celic kot 
tujih začne imunski sistem napadati, poškodovati ter uničevati lastno tkivo. Dolgotrajne in 
nepopravljive poškodbe vodijo v razvoj avtoimunskih bolezni. Različne avtoimunske 
bolezni se ločijo glede na celice, tkiva in organe, ki jih lastne imunske celice ciljajo (Rioux 
in Abbas, 2005). 
Vzrok nastanka avtoimunskega odziva gre iskati v specifičnem načinu tvorbe imunskih 
celic, zlasti B in T limfocitov, ter molekul, potrebnih za prepoznavo tujih molekul na teh 
celicah. B in T celice prepoznavajo tuje molekule z receptorjema na svoji površini, 
imenovanima B celični receptor (BCR) in T celični receptor (TCR). Različni BCR in TCR, 
izraženi na različnih B in T limfocitih, so med sabo izredno variabilni in sposobni 
prepoznati različne, specifične tarčne molekule. Variabilnost receptorjev je posledica dveh 
procesov, ki se odvijata pri zorenju limfocitov. Prvič, variabilnost je posledica naključnega 
reorganiziranja treh genskih segmentov, V, D in J, ki kodirajo proteinske domene BCR in 
TCR. Drugič, prihaja do pogostih mutacij med končnim zorenjem limfocitov v perifernih 
tkivih, kar dodatno prispeva k variabilnosti receptorjev. Kot nujna posledica naključnega 
reorganiziranja ter mutacij v V, D in J genih se med vsemi možnimi receptorji tvorijo tudi 
takšni, ki prepoznajo lastne molekule. Med 20 in 50 % vseh tvorjenih BCR in TCR ima 
torej nevarno afiniteto do lastnih antigenov. Kljub temu pa telo večinoma pravočasno zavre 
in odstrani limfocite z receptorji proti lastnim celicam (Goodnow in sod., 2005). 
2.1.1 Imunska toleranca 
Vzdrževanju stanja, v katerem imunski sistem ne napada lastnih celic, pravimo imunska 
toleranca. Potencialno nevarne avtoimunske limfocite telo v tem procesu lahko odstrani z 
apoptozo, jih inaktivira ali spremeni njihov receptor tako, da se ta ne veže na lastne 
antigene. V grobem imunsko toleranco delimo na centralno toleranco, ki se odvija v 
kostnem mozgu za B celice in timusu za T celice, ter periferno toleranco, ki se odvija v 
perifernih tkivih (Abbas in Lichtman, 2014). 
Razvijajočim se T limfocitom so v procesu centralne tolerance v timusu predstavljeni 
telesu lastni antigeni. Celice, ki imajo TCR z visoko afiniteto za lastne antigene, preidejo 
proces apoptoze ali pa se v nekaterih okoliščinah pretvorijo v drugo vrsto T limfocitov, 
imenovano regulatorne T celice. T celicam lastne antigene predstavijo antigen 
predstavitvene celice (APC) na svojih površinskih molekulah, imenovanih poglavitni 
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kompleksi tkivne skladnosti (Major histocompatibillity complex – MHC). Med 
predstavljenimi antigeni so razni proteini in peptidi, ki se nahajajo v krvi in krožijo po 
telesu in so posledično prisotni v mnogih telesnih tkivih. Poleg tega imajo celice timusa to 
lastnost, da izražajo razne proteine, značilne za periferna tkiva. Izražanje teh je pod 
nadzorom transkripcijskega faktorja avtoimunskega regulatorja (AIRE). V nezrelih T 
celicah, katerih TCR močno veže te proteine, se sproži proces programirane celične smrti 
(Abbas in Lichtman, 2014). 
Poleg centralne tolerance predstavlja dodatno zaščito pred avtoimunskimi celicami 
periferna toleranca, ki se vrši na zrelih limfocitih, ki so že prešli v periferna tkiva in limfne 
vozle. Vrši se s tremi različnimi mehanizmi: avtoimunske celice se lahko izločijo iz 
populacije s programirano celično smrtjo, preidejo v stanje neaktivnosti oziroma anergije 
ali pa so potencialno nevarne imunske celice nadzorovane z regulatornimi T celicami, ki 
zavirajo pretiran imunski odziv (Abbas in Lichtman, 2014). 
Do avtoimunskih bolezni pride, kadar odpove eden ali več mehanizmov imunske tolerance 
ali kadar so avtoimunske celice sposobne zaobiti te mehanizme, tudi če delujejo brez 
napak. Avtoimunske bolezni so najpogosteje posledica kompleksnih povezav med 
genetsko predispozicijo in okoljskimi vplivi. 
2.2 DIABETES 
Sladkorna bolezen, imenovana tudi diabetes mellitus ali preprosto diabetes, je metabolna 
bolezen, pojav katere je pripisan različnim vzrokom. Znaki diabetesa so kronično 
povišanje ravni sladkorja v krvi ter okvarjen metabolizem ogljikovih hidratov, maščob in 
proteinov. Skupni imenovalec okvar pri diabetikih je nepravilno delovanje peptidnega 
hormona inzulina, kar je lahko posledica spremenjene sekrecije hormona, spremenjenega 
delovanja hormona ali kombinacije obojega. To, katera sprememba najbolj vpliva na 
razvoj bolezni, je odvisno od vrste diabetesa (van Belle in sod., 2011).  
Glavne vrste diabetesa so (i) diabetes tipa 1 (Type 1 diabetes mellitus; T1DM), (ii) 
diabetes tipa 2 (Type 2 diabetes mellitus; T2DM), (iii) nosečnostna sladkorna bolezen ali 
gestacijski diabetes (gestatic diabetes mellitus; GDM) ter (iv) drugi specifični tipi 
diabetesa (gre za dokaj široko skupino, ki vključuje različne vrste diabetesa, ki jih ne 
moremo vključiti v preostale tri skupine) (Alberti in Zimmet, 1998).  
2.2.1 Diabetes tipa 1 (T1DM) 
Sladkorna bolezen tipa 1, imenovana tudi od inzulina odvisni diabetes ali juvenilni 
diabetes, je bolezen, za katero je značilno pomanjkanje inzulina v krvi. Najpogostejši 
vzrok za pojavitev diabetesa tipa 1 je uničenje β celic langerhanskovih otočkov na trebušni 
slinavki oziroma pankreasu, ki proizvajajo hormon inzulin. Do uničenja običajno pride 
zaradi avtoimunskega celičnega odziva (diabetes tipa 1 A – Type 1 A) (Knip in sod., 2005; 
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Pihoker in sod., 2005), obstaja pa tudi neavtoimunska oblika bolezni (diabetes tipa 1 B – 
Type 1B), katere vzrok še ni povsem pojasnjen (Alberti in Zimmet, 1998). 
2.2.1.1 Epidemiologija diabetesa tipa 1 
Pojav diabetesa tipa 1 se lahko teoretično zgodi v katerem koli obdobju življenja, vendar se 
bolezen zelo redko pojavi pri otrocih, mlajših od enega leta. Poleg tega je bolezen po 30 
letu starosti izredno težko ločiti od drugih tipov diabetesa. Pojavnost bolezni začne 
naraščati po rojstvu in doseže vrh okoli pubertete ter se nato zmanjša. V otroštvu je 
pojavnost T1DM enaka med moškimi in ženskami, po 15 letu pa je v večini populacij 
pojavnost pri moških od 1,3- do 2-krat večja od pojavnosti pri ženskah (Holt in sod., 
2010). 
Verjetnost razvoja T1DM se med različnimi populacijami na svetu zelo razlikuje. V Južni 
Ameriki je pojavnost nizka (0,1–8 oseb na 100 000 prebivalcev/leto), večja je v Avstraliji 
(15 ljudi na 100 000 prebivalcev/leto) in Severni Ameriki (15–25 ljudi na 100 000 
prebivalcev/leto) ter izredno visoka na Finskem (>40 ljudi na 100 000 prebivalcev/leto). 
Na svetovni ravni pojavnost bolezni narašča za 2–5 % na leto (Holt in sod., 2010). 
V Sloveniji je bila incidenca sladkorne bolezni tipa 1 leta 2000 približno 8 ljudi na 100 000 
prebivalcev, kar nas uvršča v srednji varnostni razred. Incidenca konstantno narašča in 
sicer za 3,6 % na leto (Battelino in Kržišnik, 1998). 
2.3 REGULATORNE CELICE T 
Regulatorne celice T (Treg) so podpopulacija celic T, ki v telesu uravnavajo imunski 
sistem. Imajo dobro znano imunosupresivno vlogo, s katero vzdržujejo homeostazo 
imunskega sistema ter preprečujejo avtoimune odzive. Večina Treg celic se razvije v 
timusu, manjše število pa se ob ustreznih pogojih razvije iz drugih konvencionalnih T celic 
(Tconv)
1
 v perifernih tkivih. Glavna naloga Treg celic je migrirati na mesto vnetja ter 
zavreti delovanje aktivnih limfocitov, zlasti raznih podvrst T celic pomagalk (Th), kot so 
Th1, Th2, Th17 in folikularne T celice pomagalke (Ohkura in sod., 2013). 
Za diferenciacijo T celičnih prekurzorjev v Treg celicah je ključnega pomena izražanje 
proteina FOXP3. Gre za transkripcijski faktor s forkhead DNK vezavno domeno, ki je 
kodiran na X kromosomu in deluje kot glavni regulator za izražanje genov, značilnih za 
Treg celice. Številne raziskave so pokazale pomen FOXP3 za razvoj Treg celic ter pojav 
avtoimunih bolezni, kroničnih vnetij in alergij ob njegovem izničenju. Poleg tega so 
poskusi pokazali, da pri retrovirusnem vnosu gena za FOXP3 v naivne celice T, te 
pridobijo fenotipe značilne za Treg celice (Hori in sod., 2003). Kljub temu zgolj izražanje 
                                                          
1
 Konvencionalne T celice (angl. ''conventional T cells'') so vsi T limfociti, ki imajo na svoji površini αβ 
TCR in CD4 ali CD8, ter so prisotni v periferni krvi, limfnih vozlih ali tkivih (Ohkura in sod., 2013). 
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FOXP3 ni zadosten kriterij za kategorizacijo Treg celic, saj nekatere populacije T celic 
prav tako izražajo FOXP3, a ne razvijejo Treg fenotipa (Shevach in Davidson, 2010). Treg 
celice so tako primarno označene kot celice, ki so sposobne izvajati regulatorno funkcijo 
nad preostalimi celicami imunskega sistema. 
Obstaja več podvrst Treg celic, od katerih ima vsaka značilno funkcijo v imunskem 
sistemu. Seznam skupin Treg celic ter njihovih fenotipov je prikazan v preglednici 1. 
Preglednica 1: Seznam različnih populacij Treg celic. Večina Treg celic je CD4+ , vendar imajo tudi 
nekatere CD8+ , NKT in CD4- CD8- imunosupresivno funkcijo, zaradi česar jih prav tako uvrščamo med 
Treg (Ustun in sod., 2011: 5086) 





CD4+     
   
    nTreg 
CD25+ FOXP3+ 45RO+ CTLA-4+ 
GITR+ CD134+ CD62L+ CD103+ 
limfocit aktivirajoči gen-3+ CD127lo 
CD26+ 
Celični kontakt (CTLA-4) ter 
produkcija 
citokinov (IL-10, TGF - β) 
    iTreg     
    Th3 
CD25± FOXP3± 45RO+ CTLA-4+ Produkcija citokinov (TGF β > > 
IL-10) 
     Tr1 
CD25± FOXP3± 45RO+ CTLA-4- 
Celični kontakt ter produkcija 
citokinov (IL-10 > > TGF β ,                        
IL-5, IFN  γ) 
     TGF β/IL-10 dvojno   
     pozitivne Treg 
CD25- FOXP3- Produkcija citokinov (TGF β, IL-
10) 
CD8+     
Supresorske T (Ts)  celice     
     
Naravno prisotne 
FOXP3+ 45RO+ CTLA-4+ GITR+ 
CD25+ Celični kontakt (CTLA-4) ter 
produkcija citokinov (TGF - β) 
Antigen nespecifične 
 
CD28- FOXP3- CD56- 
Produkcija citokinov (IL-10) 
Inducibilne 
FOXP3+ CD28+ CTLA-4+ GITR+ 
CD25+ Celični kontakt 
        
γ/δ T celice 
  
Celični kontakt ter produkcija 
citokinov  (IL-2, IL-10, IL-17, TGF 
β , TNF α , IFN  γ) 
CD4- CD8- αβ T  celice 
CD25+ 30+ 45+ 69+ LFA-1+ CTLA-4+ Celični kontakt ter produkcija TNF 
α in IFN  γ 
 NKT celice CD161 
Produkcija citokinov TNF α , IFN  
γ, IL-4, IL-10, IL-13 
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2.3.1 Razvoj Treg celic  
T celice se razvijejo v timusu iz hematopoetskih progenitorskih celic, imenovanih timociti, 
za vse vrste T celic pa je značilno, da imajo na svoji površini prisoten T celični receptor 
(TCR). Prekurzorji vseh podpopulacij T celic na površini nimajo prisotnih CD4 in CD8, 




. Zaradi naključnega reorganiziranja lokusov za α in 
β verigi TCR (geni V, D in J), se v telesu tvori ogromen repertoar T celic z različnimi 
TCR. V procesu imenovanem β selekcija se z apoptozo iz populacije izločijo T celice z 
nefunkcionalno TCRβ verigo, preostale T celice pa preživijo in pridobijo na površini CD4 
in CD8 površinska markerja. CD8
+
 T celice so nato podvržene procesu selekcije, 
imenovanem centralna toleranca, med katerim se preveri afiniteta vezave njihovega αβ 
TCR na lastne peptide, ki so jim predstavljeni na MHC (Martinez in Mendoza, 2013). 






















pa MHC I. CD4
+ 
se dalje diferencirajo v T celice pomagalke, medtem 
ko se CD8
+ 
diferencirajo v citotoksične celice T, čeprav ta distinkcija ni vedno upravičena, 
saj obstajajo tudi citotoksične CD4
+ 
T celice (Mucida in sod., 2013). CD4
+  
se nadalje 
diferencirajo v Th1, Th 2, Th 17 ter Treg (Martinez in Mendoza, 2013) (slika 1). Zanimivo 
je, da se nezreli in zreli T limfociti povsem drugače odzovejo na aktivacijo s TCR: zreli T 
limfociti se ob aktivaciji TCR aktivirajo, nezreli pa preidejo proces apoptoze. Razlogi za 
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Slika 1: Shema diferenciacije T limfocitov iz skupne prekurzorske celične linije (Martinez in Mendoza, 
2013: 97). Diferenciacija je odvisna od signalizacije preko TCR ter citokinov in rastnih faktorjev. V shemi so 
prikazane zgolj nekatere signalne molekule, ki so vključene v diferenciacijo T limfocitov. Za diferenciacijo v 
Treg celice sta zlasti pomembna citokina IL-2 ter TGF β. 
Za diferenciacijo v Treg celice je ključna vzpostavitev stabilnega izražanja proteina 
FOXP3. Pri tem se morata odviti dva dogodka: prvič, priti mora do same iniciacije 
izražanja gena FOXP3 in, drugič, priti mora do specifičnih epigenetskih modifikacij, ki 
ohranjajo stabilno izražanje gena tekom življenja Treg celic. Za začetek izražanja FOXP3 
v razvijajočih se timocitih je ključnega pomena jakost vezave TCR na MHC razreda II. Na 
vzpostavitev primernih epigenetskih modifikacij, zlasti hipometilacije regulatornih regij 
gena FOXP3, pa vpliva dolžina TCR signalizacije. Timociti, ki s svojim TCR močno ter 
dolgo časa vežejo MHC razreda II, se pretvorijo v Treg celice. Preostali, ki le šibko ali za 
krajši čas vzpostavijo TCR signalizacijo, se pretvorijo v druge celične tipe. Prav tako bodo 
celice, ki imajo vzpostavljen Treg epigenom, a imajo šibko izražanje FOXP3, bolj 
nagnjene k diferenciaciji v Treg celice. Po drugi strani bodo celice, ki izražajo FOXP3, 
vendar nimajo vzpostavljenega Treg epigenoma, zlahka prenehale izražati FOXP3 ter 
posledično izgubile Treg fenotip (Ohkura in Sakaguchi, 2014) (slika 2). Poleg TCR 
signalizacije so za razvoj v Treg celice potrebne tudi druge signalne molekule, zlasti IL-2 
in TGF – β (Martinez in Mendoza, 2013). 
Večina Treg celice se tvori v timusu in jih imenujemo naravne Treg celice (nTreg), manjši 
delež pa se ob primernih okoljskih pogojih razvije na periferiji iz konvencionalnih T celic 
(inducirane Treg - iTreg).  
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Slika 2: Vpliv TCR signalizacije na razvoj populacij T celic (Ohkura in Sakaguchi, 2014: 418). 
2.3.2 Družina proteinov FOX 
Proteini iz družine forkhead box (FOX) sestavljajo skupino DNK veznih regulatorjev 
transkripcije, ki imajo skupno ohranjeno forkhead ali winged helix domeno za vezavo 
DNK. Do zdaj je bilo odkritih več kot 100 različnih FOX proteinov iz različnih živalskih 
vrst. Seznam vseh odkritih FOX proteinov je dostopen na spletni strani 
http://www.biology.pomona.edu/fox/, ki se sproti obnavlja z novo odkritimi FOX proteini. 
Različne skupine FOX proteinov so poimenovane po črkah abecede (FOXA–FOXS) glede 
na filogenetsko sorodnost proteinov. Znotraj vsake skupine so posamezni proteini 
oštevilčeni (na primer: FOXD3, FOXP1, ...) (Kaestner in sod., 2000). 
Forkhead domena je dolga od 80 do 100 aminokislin in je zgrajena iz treh α-vijačnic in 
treh β-plaščev ter dveh zavojev (angl. wings; odtod ime winged helix), ki skupaj tvorijo 
heliks – zavoj – heliks motiv. Nekateri Fox proteini morajo za izvajanje svoje regulatorne 
funkcije sodelovati z drugimi faktorji, kot na primer acetilazami, deacetilazami, od ciklina 
odvisnimi kinazami, drugimi transkripcijskimi faktorji ter drugimi Fox proteini. Nekateri, 
kot na primer proteini iz skupine FOXP, se morajo za normalno delovanje ter vezavo na 
DNK homodimerizirati prek domene levcinske zadrge. FOX proteini uravnavajo 
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transkripcijo tako, da utišajo ali aktivirajo izražanje genov, odvisno od vrste FOX proteina 
ter drugih proteinov, s katerimi ta sodeluje (Myatt in Lam, 2007). 
2.3.2.1 Struktura proteina FOXP3  
Protein FOXP3 vsebuje štiri funkcionalne domene: represorsko domeno, domeno cinkovih 
prstov, levcinsko zadrgo ter DNK vezavno Fox (Forkhead box) domeno (Ramsdell in 
Ziegler, 2014) (slika 3). FOXP3 se mora za normalno opravljanje funkcije v jedru 
homodimerizirati (Song in sod., 2012). 
 
Slika 3: Shematski prikaz strukture FOXP3 proteina (Ramsdell in Ziegler, 2014: 345). Štiri različne 
domene proteina FOXP3 so nujne za izvajanje različnih funkcij proteina ter za vezanje različnih proteinov, ki 
skupaj sodelujejo pri uravnavanju izražanja tarčnih genov. HDAC, histon deacetilaza; HIFα, hipoksia 
inducibilni faktor α; KAT5, histon acetiltransferaza KAT5; NFAT, nuklearni faktor aktiviranih T celic; NF-
κB, nuklearni faktor – κB; ROR, receptorju ocetne kisline podobni receptor (retinoic acid receptor-related 
orphan receptor ); RUNX1, runt povezan transkripcijski faktor (runt-related transcription factor). 
Levcinska zadrga je odgovorna za homodimerizacijo proteina in ima vlogo pri vezanju 
FOXP3 na DNK preko Fox domene. Domena levcinske zadrge sodelujeutudi pri 
heterodimerizaciji FOXP3 z drugimi proteini iz FoxP družine (Song in sod., 2012) 
Represorska domena, ki se nahaja v N-končnem delu proteina, je odgovorna za utišanje 
izražanja genov. Vsebuje več strukturnih mest, kamor se vežejo proteini za remodeliranje 
kromatina: histone deacetilaza (HDAC) 7, HDAC9 ter histon acetiltransferaza KAT5 
(Ramsdell in Ziegler, 2014). Poleg tega veže represorska domena tudi druge 
transkripcijske faktorje, ki lahko skupaj zberejo proteine za remodeliranje kromatina ter s 
tem vplivajo na izražanje genov. Pri utišanju izražanja tarčnih genov proteina FOXP3 je 
bilo odkrito, da ima zlasti pomembno vlogo protein Eos (Pan in sod., 2009). 
Poleg represorske domene lahko tudi druge domene na proteinu FOXP3 vežejo razne 
transkripcijske faktorje. Raziskava Rudra in sodelavcev (2012) je pokazala, da protein 
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FOXP3 tvori komplekse z vsega skupaj 360 različnimi proteini, ki lahko sodelujejo pri 
aktivaciji in utišanju transkripcije (Rudra in sod., 2012). 
2.3.2.2 Regulacija izražanja gena FOXP3 
FOXP3 je pogosto označen kot glavni regulator diferenciacije celic v Treg celicah. Gen 
FOXP3 se nahaja na X kromosomu, specifično na mestu Xp11.23. Gen vsebuje 12 
eksonov ter 4 spojitvene variante, ki prav tako kodirajo protein FOXP3 z aktivatorsko ali 
represorsko funkcijo (Kaur in sod., 2010). 
Za prepis gena je ključna promotorska regija navzgor od mesta začetka transkripcije 
(transcription start site – TSS), ki se bolj točno nahaja med -511/+176 bp glede na TSS. 
Promotor vključuje strukture, značilne za večino evkariontskih promotorjev; GC mesto na 
-138 bp, TATA škatlo na -44 bp ter CAAT škatlo na -218 bp. Poleg promotorja pri 
izražanju gena FOXP3 po vsej verjetnosti sodelujejo tudi druge regije. Primerjava gena 
FOXP3 med vrstami je izpostavila tri ohranjene nekodirajoče regije (conserved non-coding 
sequence – CNS), označene CNS1, CNS2 in CNS3 (Maruyama in sod., 2011). Seznam 
znanih transkripcijskih faktorjev, ki sodelujejo pri izražanju gena FOXP3, ter mesto 
njihove vezave je podano na sliki 4. Transkripcija tako poteka ob sodelovanju več 
transkripcijskih faktorjev, ki se vežejo na različna nekodirajoča mesta na genu FOXP3. 
 
 
Slika 4: Karta gena FOXP3 (Maruyama in sod., 2011: 419). Za kontrolo izražanja so pomembne zlasti 4 
nekodirajoče regije na genu: promotorska regija, CNS1, CNS2, CNS3. Te vežejo različne transkripcijske 
faktorje (označene na sliki), ki skupaj zagotovijo  stabilno izražanje FOXP3. 
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2.3.2.3 Regulatorne regije gena FOXP3 
CNS1 regija se nahaja 2kb navzdol od TSS ter vsebuje vezavna mesta za proteine NFAT in 
Smad. Slednji so vključeni v TGF-β signalizacijo, ki ima pomembno vlogo pri 
diferenciaciji Treg celic. Ob vezavi TGF-β na svoj receptor pride do fosforilacije Smad 
proteinov, kar omogoči njihovo translokacijo v celično jedro. Tam se lahko vežejo na 
regijo CNS1 gena FOXP3 ter prispevajo k začetku njegovega izražanja. CNS1 regija ima 
tako ključno vlogo pri TGF-β signalizaciji Treg celic v timusu (Maruyama in sod., 2011). 
CNS2 regija se nahaja 4kb navzdol od TSS. V njej se nahajajo CpG otočki, ki so v nTreg 
demetilirani, v iTreg pa so metilirani. Demetiliranost CpG v CNS2 regiji se kaže kot 
pomembna epigenetska modifikacija, ki omogoča stabilno izražanje gena FOXP3. Kot so 
pokazali poskusi, iTreg celice hitreje izgubijo Treg fenotip, če so gojene v okolju, ki 
stimulira rast Th celic, kot nTreg celice. Raziskava Zhenga in sodelavcev (2010) je 
pokazala, da imajo miške z odstranjeno CNS2 regijo manj FOXP3
+
 Treg celic v periferiji 
in da FOXP3
+ 
Treg celice po več delitvah sčasoma prenehajo izražati FOXP3. CNS2 regija 
se tako kaže kot pomembna pri zagotavljanju stabilnega izražanja gena FOXP3 (Zheng in 
sod., 2010). 
CNS3 regija se nahaja 7kb navzdol od TSS. CNS3 vsebuje vezno mesto za protein C-Rel, 
ki ima vlogo pri povezovanju več transkripcijskih faktorjev – c-Rel, p65, NFAT, Smad in 
CREB – v kompleks, ki skupaj povzroči prepisovanje gena FOXP3. CNS3 regija ima tako 
pomembno vlogo pri začetku transkripcije gena FOXP3 (Ruan in sod., 2009). 
 
2.3.2.4 Signalizacijske poti in transkripcijski faktorji, ki sodelujejo pri izražanju gena 
FOXP3  
Zorenje nTreg celic iz timocitov v timusu poteka v dveh značilnih korakih. V prvem 







 (glukokortikoidno induciran TNF receptor) 
FOXP3
− 
fenotip. V drugem koraku se prekurzorske celice pretvorijo v nTreg preko IL-2 
signalizacije, ki sproži izražanje transkripcijskega faktorja FOXP3 (Engel in sod., 2013). 
Vezava TCR z MHC prek fosforilacije in defosforilacije aktivira transkripcijske faktorje iz 
proteinskih družin NF-AT in NF-κB. Če je vloga NF-AT pri razvoju Treg celic manj jasna, 
pa obstaja veliko podatkov o vlogi proteinov iz družine NF-κB, med katerimi ima zlasti 
protein c-Rel ključno vlogo pri razvoju Treg celic. Dodatno vlogo pri razvoju Treg celic 
ima receptor CD28, ki z vezavo na svoj ligand B7 pomaga ojačiti povezavo med APC in 
razvijajočimi se timociti, s čimer prispeva k učinkoviti vezavi TCR na MHC. Poleg tega je 
signalizacija prek vezave CD28 vključena tudi v izražanje IL-2, po vsej verjetnosti pa pri 
signalizaciji s CD28 sodelujejo tudi drugi faktorji, ki sodelujejo pri razvoju Treg celic. 
Signalizacija prek TCR, IL-2 in CD28 tako vodi v aktivacijo transkripcijskih faktorjev, ki 
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se vežejo na promotorsko regijo in na regulatorne regije gena FOXP3 ter inducirajo 
njegovo stabilno izražanje (Engel in sod., 2013). 
Za izražanje genov, značilnih za Treg celice, so pomembne tudi epigenetske modifikacije, 
zlasti organizacija kromatina ter metilacija promotorske in regulatornih regij gena FOXP3. 
CNS2 regija ima prisoten CpG otoček, ki se ob TCR signalizaciji demetilira, kar omogoča 
vezavo transkripcijskih faktorjev. Promotorska regija gena FOXP3 ima prav tako CpG 
motiv, ki je porazdeljen po celotnem promotorju in je povsem metiliran v timocitih. 
Demetilacijo promotorske regije sproži signalizacija s TCR, ki vodi v degradacijo 
represorskega proteina PIAS1. Ta je v timocitih vezan na DNK promotorske regije, kamor 
pripelje DNK metiltransferaze in kromatin remodelirajoče proteine, ki ohranjano utišano 
stanje gena FOXP3, in z njimi tvori komplekse. Degradacija PIAS1 sprosti ta represivni 
kompleks, kar omogoči vezavo transkripcijskih faktorjev in posledično transkripcijo 
(Engel in sod., 2013). 
Engel in sodelavci (2013) v svojem članku predlagajo shemo aktivacije izražanja gena 
FOXP3, kjer se protein c-Rel ob vezavi TCR na MHC preko homodimerizacije aktivira in 
prestavi v jedro. Tam se veže na promotorsko, CNS3 in metilirano CNS2 regijo. Ob vezavi 
na tarčne regije pripelje v bližino demetilaze, ki demetilirajo CNS2 in promotorsko regijo, 
kar omogoči vezavo drugih transkripcijskih faktorjev, ki se aktivirajo ob TCR, IL-2, TGF β 
in CD28 signalizaciji. Vezava različnih transkripcijskih faktorjev omogoči stabilno 
izražanje gena FOXP3 (slika 5) (Engel in sod., 2013). 
Citokin IL-2 v telesu večinoma proizvajajo in v okolje izločajo aktivirane CD4
+
 T celice in 
v manjši meri naivne CD8
+ 
T celice, dendritične celice in celice timusa (Nelson, 2004). 
TGF β, ki deluje avtokrino in parakrino, proizvajajo vse levkocitne celične linije (Letterio 
in Roberts, 1998). 
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Slika 5: Transkripcijski faktorji vpleteni v razvoj Treg celic (Engel in sod., 2013: 4). Stimulacija TCR 
povzroči homodimerizacijo proteina c-Rel iz družine proteinov NF-κB. C-Rel se veže na promotorsko, CNS2 
in CNS3 regijo gena FOXP3 ter povzroči njihovo demetilacijo, kar omogoči vezavo drugih TF na regulatorne 
regije ter stabilno izražanje gena. 
2.3.2.5 Tarčni geni proteina FOXP3 
Analize celotnega genoma so odkrile vezavna mesta za FOXP3 (DNK motiv 
(G/A)(T/A)AAA(C/A)A) na 5579 različnih genih. FOXP3 se lahko veže na promotorje 
genov, kjer inhibira ali aktivira njihovo izražanje, ter na regije znotraj genov, kjer regulira 
izražanje mikro RNA molekul. Točni mehanizem, s katerim je FOXP3 sposoben hkrati 
aktivirati ter inhibirati izražanje, še ni povsem jasen, vendar je znano, da FOXP3 pogosto 
sodeluje z drugimi transkripcijskimi faktorji, kot so AP-1, Runx, NFAT in STAT. Vezavna 
mesta za omenjene proteine se pogosto nahajajo v bližini veznih mest za FOXP3. Način 
regulacije bi tako lahko bil odvisen od drugih proteinov, s katerimi FOXP3 sodeluje. 
Znano je tudi, da je FOXP3 sposoben regulirati epigenetske modifikacije, kot na primer 
remodeliranje kromatina ter deacetilacija histonov, s čimer prav tako regulira izražanje 
genov (Sadlon in sod., 2010). 
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V pomembno skupino tarčnih genov FOXP3 spadajo proteini, vključeni v TCR 
signalizacijo. Anotacija genov je pokazala, da FOXP3 nadzoruje izražanje površinskih 
receptorjev, proteinov za prenos signala ter transkripcijskih regulatorjev TCR signalizacije 
(Marson in sod., 2007). Večina tarčnih genov tako kodira proteine, značilne za več vrst T 
limfocitov. Izmed vseh tarčnih genov je znanih 739 takšnih, ki so različno izraženi med Th 
in Treg celicami. Med temi je pomembna skupina proteinov, ki omogočajo 
imunosupresivno delovanje Treg celic (Sadlon in sod., 2010). Na sliki 6 so prikazani 
nekateri pomembnejši geni, ki so različno izraženi med Th in Treg celicami. 
 
Slika 6: Primerjava izražanja FOXP3 tarčnih genov med Treg in Th celicami (Sadlon in sod., 2010: 
1076). Vrednosti so podane kot Log10 vrednosti razmerja med podatki, pridobljenimi iz Th in mirujočih 
Treg (rTreg) in  aktivnih Treg (aTreg) celic z RT-PCR ali z DNK mikročipi (Sadlon in sod., 2010). 
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2.3.2.6 Vloga FOXP3 ter drugih transkripcijskih faktorjev pri diferenciaciji T celic v Treg       
celice 
Vse Treg celice konstitutivno izražajo gen FOXP3, vendar zgolj izražanje gena FOXP3 ni 
zadosten kriterij za določitev Treg celic. Fu in sodelavci (2012) so določili pet dodatnih 
ključnih faktorjev, ki sodelujejo s FOXP3 in prispevajo k diferenciaciji Treg celic. Za 
diferenciacijo je tako nujno potrebno izražanje gena FOXP3 ter enega izmed petih 
transkripcijskih faktorjev – Eos, IRF4, GATA-1, Lef1 ali Satb1 – čeprav je možno 
sodelovanje tudi drugih kofaktorjev, ki pa niso ključni za diferenciacijo. Ko se enkrat v 
celici izraža zadosti FOXP3 ter enega izmed petih ključnih transkripcijskih faktorjev, 
celice pridobijo Treg fenotip. Geni, ki se nahajajo navzdol od FOXP3, delujejo kot 
pozitivne in negativne povratne zanke za prepisovanje FOXP3, petih ključnih 
transkripcijskih faktorjev in genov navzdol od FOXP3. Takšen preplet delovanja različnih 
genov deluje kot bi-stabilno stikalo, ki zagotavlja stabilen razvoj prekurzorskih celic v 
Treg celice. Preplet prav tako zagotavlja stabilno izražanje vseh genov in primernost 
epigenetskih modifikacij, povezanih s Treg fenotipom, skozi celo življenje celice (Fu in 
sod., 2012). 
2.3.3 Imunosupresivno delovanje Treg celic 
Treg celice ščitijo celice pred lastnim imunskim sistemom na štiri načine (Tan in sod., 
2014; slika 7):  
 z direktnim kontaktom z efektorskimi celicami,  
 z izločanjem imunosupresivnih citokinov,  
 z uničenjem ali spreminjanjem APC ter  
 s privzemanjem rastnih faktorjev iz okolja, s čimer onemogočajo njihov dostop 
drugim imunskim celicam. 





 celice T ter dendritične celice (Schmidt in sod., 2012). 
Pri inhibiranju celic z direktnim kontaktom je ključnih več površinskih receptorjev na 
Treg, s katerimi vežejo ligande na tarčnih celicah. Najpomembnejši med njimi so TCR, 
LFA-1 (z limfocitno funkcijo-povezani antigen 1, angl. lymphocyte function-associated 
antigene 1) ter CTLA-4 (citotoksični s T-limfociti povezani protein 4; angl. cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4, ponekod označen tudi kot cluster of differentiation 152, 
CD152). Za različne celične tipe so lahko potrebni različni receptorji na Treg celicah. 
Zaviranje delovanja in proliferacije imunskih celic lahko Treg izvajajo z direktnim 
kontaktom tarčnih celic ali s spreminjanjem delovanja APC, ki nato posredno vplivajo na 
druge efektorske celice. Na primer, vezava CTLA-4 in LFA-1 na svoje ligande na površini 
APC zmanjša izražanje površinskih molekul CD80 in CD86, ki imata znano vlogo pri 
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aktiviranju T celic. Drugi način zaviranja delovanja imunskih celic prek APC je 
sposobnost Treg celic, da z vezavo s CTLA-4 v APC spodbudijo izražanje encima 
indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO). IDO katalizira razpad triptofana, ki je potreben za 
normalno delovanje efektorskih T celic. Sam IDO je znan tudi po tem, da spodbudi razvoj 
perifernih iTreg celic iz drugih T celic. Treg celice prav tako spremenijo izločanje 
citokinov v APC tako, da zmanjšajo izločanje IL-6, ki spodbuja proliferacijo T celic, ter 
povečajo izločanje imunosupresivnega IL-10. Dodatno Treg celice že s samo vezavo na 
APC konkurirajo z drugimi celicami za vezavo na APC, s čimer zmanjšajo njihov kontakt 
in posledično stimulacijo (Schmidt in sod., 2012). 
Pri zaviranju imunskih celic imajo zlasti pomembno vlogo citokini TGF β, IL-10 in IL-35, 
ki jih izločajo Treg celice. Njihova vloga je lahko zelo različna, odvisno od celičnega tipa. 
Tako je na primer znano, da TGF β lahko zavira nekatere populacije T celic, hkrati pa 
spodbuja delovanje provnetnih Th17 celic. Nekateri citokini, med katerimi je tudi TGF β, 
prav tako spodbujajo diferenciacijo Treg celic, kar dodatno pripomore k njihovemu 
imunosupresivnemu odzivu (Schmidt in sod., 2012). 
V določenih pogojih Treg celice izločajo citolitična proteina grancim (Gzm) A in B, ki s 
tvorjenjem por na membrani T celic povzročita njihovo smrt. Treg celice tudi vežejo IL-2 s 
svojim receptorjem CD25 (α veriga IL-2 receptorja), s čimer onemogočajo njegovo 
razpolago za preostale celice. IL-2 je zlasti pomemben za proliferacijo in preživetje T 
celic. Kljub temu so nekatere raziskave pokazale, da zmanjšanje razpoložljivega IL-2 
spodbudi rast in aktivacijo nekaterih populacij Th celic, na primer Th17. Zaradi tega 
poraba IL-2 s strani Treg celic deluje imunosupresivno le v nekaterih pogojih, medtem ko 
v drugih lahko spodbudi imunski odziv (Schmidt in sod., 2012). 
Direktni kontakt Treg celic s T celicami vodi v zmanjšanje signalizacije povezane s TCR. 
Kontakt s Treg celicami zmanjša aktivacijo transkripcijskih faktorjev NFAT in NF-κB v T 
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Slika 7: Mehanizmi imunosupresivnega delovanja Treg (Schmidt in sod., 2012: 3). Treg celice lahko 
izločajo encime, ki škodujejo efektorskim celicam (grancimi), vplivajo na delovanje APC (zmanjšanje 
izražanja CD80 in CD86), privzemajo vnetne citokine (IL-2), izločajo citokine (IL-10, IL-35, TGF β) ter 
vplivajo na TCR signalizacijo T celic (zmanjšanje izražanja NFAT in NF- κB). 
2.3.4 Vloga Treg celic pri T1DM 
T1DM je avtoimuna bolezen, pri kateri lastne T celice napadejo in uničijo insulin 
producirajoče β celice. Uničenje normalno preprečujejo Treg celice, in sicer tako, da 
zavirajo razmnoževanje in delovanje avtoreaktivnih T celic. Za pojav T1DM sta torej 
potrebna tako izogib avtoreaktivnih T celic negativni selekciji v timusu kot nedelovanje 
Treg celic (Tan in sod., 2014) (slika 8). 
 
Slika 8: Neravnovesje avtoimunih celic ter regulatornih celic pri bolnikih s T1DM (Roep in Tree, 2014: 
232). Bolezen lahko nastopi zaradi prevaganja avtoimunskih efektorskih T celic zaradi premajhnega števila 
in nedelovanja Treg celic. 
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Meritve aktivnosti ter števila Treg celic v periferni krvi pri bolnikih s T1DM so pokazale 
zelo variabline rezultate. Število Treg celic v krvi bolnikov je bilo lahko rahlo večje, enako 
ali močno zmanjšano glede na zdrave osebe. Prav tako je bila zaviralna sposobnost Treg 
celic, pridobljenih iz krvi, pri nekaterih bolnikih zmanjšana, medtem ko je bila pri drugih 
nespremenjena. Raziskave so pokazale tudi, da obstajajo populacije avtoreaktivnih T celic, 
ki so sposobne izogniti se zaviralnemu delovanju Treg celic (Schneider in sod., 2008). 
Bolezen lahko zaradi tega nastopi ob normalnemu številu in delovanju Treg celic, saj so se 
določene populacije avtoreaktivnih T celic sposobne izogniti njihovemu delovanju. 
Manj podatkov obstaja o prisotnosti in aktivnosti Treg celic v pankreasu pri bolnikih s 
T1DM. Analiza, ki jo je izvedel Willcox (2009) na vzorcih pankreasov po obdukciji 
bolnikov, je zasledila Treg celice pri samo enem od 29 vzorcev (Willcox in sod., 2009), 
kar je skladno z domnevo, da umanjkanje Treg privede do razvoja T1DM. Prav tako je 
analiza Treg celic iz limfnih vozlov pankreasa pokazala, da imajo zmanjšano zmožnost 
zaviranja drugih imunskih celic (Ferraro in sod., 2011). 







 CD45RA mirujočih Treg (resting Treg – rTreg) celic, ki 







aktivnih Treg celic (aTreg) z močno imunosupresivno vlogo. Nizko število aTreg se 
ohranja skozi celo življenje bolnika. Avtorji raziskave so sklepali, da okvara signalizacije, 
potrebne za pretvorbo rTreg v aTreg, lahko vodi v razvoj T1DM (Okubo in sod., 2016). 
2.3.5 Uporaba Treg pri zdravljenju T1DM 
Treg celice s svojo imunosupresivno vlogo ciljajo na široko skupino tarč, ki sodelujejo pri 
vnetnem odzivu ter uničenju lastnih celic. Okvara delovanja ter nizko število Treg celic sta 
zato pogosto vpletena v razvoj T1DM. Mutacije gena FOXP3 vodijo v razvoj hudih 
avtoimunskih bolezni, med drugim tudi T1DM. Dodatno so raziskave pokazale, da dodatek 
ex vivo namnoženih Treg celic v genetsko predispozicirane živali pred nastopom bolezni 
zaustavi razvoj T1DM. Prav tako je dodatek ex vivo namnoženih Treg celic v zgodnjih 
stadijih bolezni zmanjšal poškodbe pankreasa v genetsko predispoziciranih živalih (Marek-
Trzonkowska in sod., 2013). Zgodnji poseg s Treg celicami še pred začetkom bolezni bi 
tako lahko potencialno močno prispeval k boljšemu kliničnemu izidu bolnikov s T1DM. 
Ker imunosupresivno delovanje Treg celic ni omejeno zgolj na T1DM, ampak je splošni 
mehanizem imunske tolerance, so metode zdravljenja s Treg celicami zanimive tudi za 
druge avtoimunske bolezni. 
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2.3.5.1 Pristopi za indukcijo Treg v bolnikih s T1DM 
Za poskus aktivacije Treg celic pri bolnikih s T1DM je že bilo uporabljenih več različnih 
pristopov. Med prvimi poskusi je bila oralna administracija inzulina bolnikom s T1DM. 
Pristop kljub uspehom aktivacije Treg celic pri živalih ni uspel razviti tolerance na T1DM 
pri ljudeh (Marek-Trzonkowska in sod., 2014). 
Drugi preizkušeni pristop je bila administracija protiteles proti CD3. Vezava protiteles na 
CD3 receptorje, ki se nahajajo na površini T limfocitov, sproži proces programirane 
celične smrti. Ker so Treg celice ob dodatku protiteles manj nagnjene k apoptozi kot 
efektorski T limfociti, bi ta terapija privedla do zasuka ravnotežja celic v prid Treg 
celicam. Prve klinične študije so pokazale upočasnjen razvoj T1DM pri bolnikih, tretiranih 
s protitelesi proti CD3. Kljub obetavnim prvim poskusom metoda ni uspela proizvesti 
želenega učinka pri vseh bolnikih. Dodatne klinične študije s protitelesi proti CD3 so 
trenutno v poteku (Spence in sod., 2015). 
Protitelesa za spremembo ravnotežja celic v prid Treg celic so bila uporabljena tudi za 
ciljanje signalizacijskih poti, potrebnih za razvoj T limfocitov. Signalizacija preko CTLA-4 
je pomembna za razvoj več vrst T celic, vendar je razvoj efektorskih T celic bolj občutljiv 
na njeno umanjkanje kot Treg. Zato nizka doza protiteles proti CTLA-4, ki z vezavo 
blokira CTLA-4 signalizacijo, močno ohromi razvoj efektorskih T celic, medtem ko ima 
neznaten vpliv na razvoj Treg celic. Protitelesa proti CTLA-4 so že odobrena s strani 
organizacije Food and Drug Administration za uporabo pri lajšanju težav bolnikov po 
transplantaciji ledvic ter za zdravljenje revmatoidnega artritisa. Za druge bolezni je njihova 
uporaba še omejena na laboratorijske raziskave (Spence in sod., 2015). 
Tudi IL-2 je potencialno zanimiva molekula za indukcijo Treg celic, zaradi njene vloge pri 
razvoju in razmnoževanju Treg celic. Uvodne klinične raziskave so pokazale, da je dodatek 
majhne doze IL-2 induciral Treg celice ter izboljšal simptome pri 8 od 10 tretiranih 
bolnikov s T1DM. Dodatne klinične raziskave so v postopku. Kljub obetavnim začetkom 
je znano, da IL-2 poleg Treg celic aktivira tudi druge T celice, zaradi česar bi lahko 
terapija z IL-2 potencialno imela nasprotne učinke od želenih (Spence in sod., 2015). 
2.3.5.2 Izolacija in ex vivo namnožitev nTreg celic za klinično uporabo 
Leta 2008 so bile prvič v ljudi vnešene ex vivo namnožene nTreg celice. Celice so bile 
uporabljene za lajšanje težav bolnikov z GvHD (Graft versus host disease) po 
transplantaciji organov in so brez hujših stranskih učinkov privedle do izboljšanja 
simptomov. Po uspehu uporabe nTreg celic pri bolnikih s GvHD so se začeli izvajati 
poskusi zdravljenja T1DM z ex vivo namnoženimi Treg celicami. Uvodni poskusi na 
otrocih so pokazali varnost metode ter sposobnost lajšanja simptomov T1DM z dodanimi 
Treg celicami. Otrokom s T1DM so odvzeli kri, izolirali in sortirali nTreg celice ter gojili 
21 
 
Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  




celice v gojišču z ustreznimi rastnimi faktorji (IL-2). Otroci z dodanimi Treg celicami so 
imeli večjo količino C-peptidov in so potrebovali dvakrat manjšo dozo inzulina kot 
netretirani otroci (Marek-Trzonkowska in sod., 2013). Eno leto trajajoča klinična raziskava 
je pokazala, da so β celice počasneje odmirale pri otrocih s T1DM, ki so redno prejemali 
dodatne nTreg celice (Marek-Trzonkowska in sod., 2014). 
Druge raziskave so prav tako pokazale varnost  metode ter izboljšanje simptomov T1DM 
po dodatku nTreg celic. Raziskava Bluestone in sodelavcev (2015) je pokazala, da so 
bolniki ohranili visok nivo C-peptidov do dve leti po dodatku nTreg celic. Vnesene Treg 
celice so se ohranile v krvi bolnikov tudi do 1 leto po administraciji. Trenutno se 
pripravljajo klinične raziskave druge stopnje zdravljenja T1DM bolnikov z ex vivo 
namnoženimi nTreg celicami (Bluestone in sod., 2015). 
2.4 SISTEM CRISPR/Cas9 
CRISPR (ang. »Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats«) so kratke 
ponovitve DNK odsekov v genomih več vrst arhej in bakterij, ki sodelujejo v mikrobnem 
imunskem odzivu. CRISPR je bil odkrit leta 1987 v bakteriji Escherichia coli, kasneje pa 
je bil najden tudi pri mnogo drugih vrstah arhej in bakterij. Na genomu bakterij lokuse 
CRISPR sestavljajo ponovljivi, 23 do 47 bp dolgi odseki DNK, ločeni s segmenti, 
imenovanimi protospacerji, ki sestojijo iz variabilnih, 21 do 72bp dolgih DNK zaporedij. 
CRISPR lokusi prav tako pogosto ležijo neposredno poleg genov za s CRISPR povezanimi 
(CRISPR associated – Cas) proteini. Proteini Cas sestavljajo heterogeno družino proteinov, 
ki jim je skupno to, da vsebujejo funkcionalno domeno, ki je lahko nukleaza, helikaza, 
polimeraza ter DNK ali RNK vezavna domena, odvisno od vrste proteina Cas (Horvath in 
Barrangou, 2010). Skupaj s CRISPR tvorijo CRISPR/Cas sistem, ki deluje kot obramba 
pred tujo DNK ali RNK. 
Prepis CRISPR tvori CRISPR RNK (CrRNK), ki je zgrajena iz variabilnega protospacer 
segmenta ter ponovljivih CRISPR odsekov. Procesirana CrRNK se hibridizira z drugo 
RNK molekulo, imenovano transaktivirajoča CRISPR RNK (tracrRNK). Hibridizirani 
RNK molekuli nato tvorita kompleks s proteinom Cas. Protospacer odsek na CrRNK služi 
kot vodilno zaporedje, ki poišče in se veže na komplementarno DNK ali RNK tuje 
nukleinske kisline. Če je protein Cas nukleaza, kot na primer protein Cas9, ta cepi 
nukleinsko kislino ob zaporedju, ki je komplementarno protospacer zaporedju na CrRNK 
(slika 9). Cepitev se zgodi zgolj kadar je poleg prepoznavnega zaporedja na tuji nukleinski 
kislini prisotno še 3–5 bp dolgo zaporedje, imenovano protospacer adjacent motif (PAM). 
To zaporedje je nujno za razločevanje lastnih nukleinskih kislin od tujih. Zaporedje PAM  
je odvisno od različice oziroma izvora Cas9 proteina. Na primer, pri Cas9 proteinu iz 
bakterije Streptococcus pyogenes je PAM sekvenca 5′ NGG 3′ (Sander in Joung, 2014). 
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Slika 9: V bakterijah prisotni CRISPR/Cas sistem (Sander in Joung, 2014: 350). V naravi prisotni 
CRISPR sistem vase s komplementarno vezavo vključi fragmente tuje nukleinske kisline, ki jih nato uporabi 
v svoji crRNK molekuli za prepoznavanje tujih nukleinskih kislin. Molekula crRNK se hibridizira s 
tracrRNK, skupaj pa se povežeta s proteinom Cas. Molekula crRNK-tracrRNK: Cas kompleks se veže 
specifično na tarčno zaporedje ter cepi tuje nukleinske kisline. 
Pri pridobivanju protospacer zaporedja sodelujeta proteina Cas1 in Cas2. Vsi CRISPR/Cas 
sistemi imajo ohranjena proteina Cas1 in Cas2, kar kaže na to, kako pomembno vlogo 
imata pri bakterijskem imunskem odzivu. Cas1 in Cas2 skupaj tvorita kompleks, ki je 
sposoben prepoznati PAM sekvenco na tuji nukleinski kislini, ki je nujna za ločitev lastne 
nukleinske kisline od tuje, in z nukleazno aktivnostjo cepiti tujo nukleinsko kislino na 
fragmente specifične dolžine. Cas1/Cas2 kompleks nato katalizira vključitev pridobljenih 
protospacer fragmentov med ponovljiva zaporedja CRISPR sistema (van der Oost in sod., 
2014 ). Nunez in sodelavci (2015) so predlagali, da je delovanje Cas1/Cas2 kompleksa 
podobno delovanju retrovirusnih integraz, ki so ključne za vključitev virusnega dednega 
materiala v gostiteljsko DNK (Nunez in sod., 2015). 
2.4.1 CRISPR/Cas sistem za tarčno manipuliranje genoma z uporabo guide RNK       
molekule 
Leta 2012 so Jinek in sodelavci (2012) prvič pokazali, da se za tarčno vodenje Cas9 
proteina na specifično mesto na DNK lahko v CRISPR/Cas9 sistemu nadomesti CrRNK in 
tracrRNK z enoverižno guide RNK molekulo (slika 10 in 11), pri čemer protein Cas9 
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povroči dvojni prelom DNK verige (Jinek in sod., 2012). S prilagajanjem 20 bp dolgega 5' 
konca guide RNK, ki se veže komplementarno na specifičnem zaporedju DNK, je torej 
možno na preprost način ustvariti enoverižno RNK molekulo za katerokoli tarčno 
zaporedje. Z gRNK lahko protein Cas pripeljemo na točno določeno mesto na genomu, 
edini pogoj je, da to zaporedje leži neposredno na 5' koncu PAM zaporedja. Zaradi 
nujnosti prisotnosti PAM zaporedja poleg mesta za razrez izbira tarčnega zaporedja ne 
mora biti popolnoma poljubna, kar je lahko ovira pri poskusih, kjer so želeni zelo 
specifični posegi v tarčne nukleinske kisline. Problem je možno do določene mere zaobiti z 
uporabo proteinov Cas iz različnih bakterijskih vrst, ki prepoznajo različna PAM 
zaporedja. Kljub temu je zaradi kratke dolžine PAM zaporedja (3-5 bp) možno na genih 
najti mnogo zaporedij, ki ustrezajo temu motivu (Sander in Joung, 2014). 
 
Slika 10: Primerjava crRNK/tracrRNK kompleksa in enoverižne gRNK (Sander in Joung, 2014: 350). 
Obe molekuli vodita protein Cas na tarčno mesto z 20 nukleotidov dolgo sekvenco na 5' koncu molekule 
(obarvano z zeleno). Preostali del molekul je namenjen vsidranju v protein Cas. Za cepitev mora biti poleg 
tarčne sekvence prisotna še 3–5 bp dolga PAM sekvenca. 
 
Slika 11: Shematski prikaz s short guide RNA (sgRNA) molekulo usmerjenega tarčnega ciljanja 
specifičnega DNK zaporedja. 20nt zaporedje na sgRNA (obarvano z modro) prepozna tarčno zaporedje na 
DNK (označeno z modro črto), ki se nahaja poleg PAM zaporedja (označeno z zeleno črto) in pripelje v 
bližino protein dCas9, s katerim je združena preko ogrodja sgRNA (zaporedje obarvano rdeče). 
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Kmalu po prvi uporabi gRNK  za tarčno usmerjanje Cas9 proteina sta dve raziskovalni 
skupini sočasno izvedli uspešno manipulacijo genoma v človeški celični liniji. Cas9 
protein je bil v obeh primerih usmerjen na tarčno mesto z gRNK, kjer je encim na 
specifičnem mestu izvedel enojni (v tem primeru so raziskovalci s substitucijo D10A 
spremenili Cas9 iz nukleaze v nikazo)  ali dvojni prelom DNK vijačnice. Hkrati so avtorji 
pokazali možnost sočasne uporabe več različnih gRNK molekul v isti celici, zaradi česar se 
lahko hkrati cilja več različnih lokacij na genomu (Cong in sod., 2013; Mali in sod., 2013).  
Do danes so se gRNK v kombinaciji s proteini na osnovi Cas9 uporabile za (Sander in 
Joung, 2014): 
 vnašanje insercij ali delecij v DNK zaporedje, 
 vnaša nje DNK zaporedij, 
 delecije daljših DNK zaporedij ter vnašanje kromosomskih mutacij (inverzija ali 
translokacija), 
 aktivacijo ali utišanje izražanja genov z dodatkom aktivatorskih ali represorskih 
domen na Cas9 protein, 
 spremembo epigenetskih modifikacij, kot sta histonske modifikacije ter DNK 
metilacije, 
 označevanje specifičnih genomskih lokacij s fluorescentnimi proteini, ki so vezani 
na Cas9 protein. 
Od prvih in vitro poskusov so nadaljnje raziskave pokazale možnost tarčnega ciljanja in 
manipuliranja DNK na številnih bakterijskih, tumorskih, sesalskih in rastlinskih celicah, 
kvasovkah, celičnih linijah ter tudi večjih organizmih, kot na primer miših in zajcih 
(Sander in Joung, 2014). 
2.4.2 Katalitično neaktivni dCas9 
Poleg vnašanja dvojnih prelomov v tarčno DNK molekulo se specifičnost CRISPR/Cas9 
sistema lahko izrablja tudi za druge naloge. Z vnosom dveh substitucij v aminokislinsko 
zaporedje proteina Cas9 (D10A in H840A) dobimo Cas9 molekulo brez nukleazne 
aktivnosti. Na katalitično neaktivno dCas9 (dead-Cas9) lahko dodamo razne domene za 
aktivacijo ali represijo transkripcije. Z variiranjem zaporedja 5' konca gRNK molekule 
lahko tako dCas9 protein z efektorsko domeno pripeljemo v neposredno bližino 
promotorskih in regulatornih regij genov za aktivacijo  ali represijo njihovega izražanja 
(Sander in Joung, 2014). 
Že sama dCas9 domena lahko zaradi oviranja sestavljanja transkripcijskih proteinov 
povzroči represijo izražanja gena, če je pripeljana v bližino promotorske regije. Bolj 
zanesljivo represijo lahko dosežemo z dodatkom domene KRAB (Krüppel associated box) 
(Sander in Joung, 2014). Domena KRAB se v bližini promotorja poveže z drugimi 
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proteini, ki nadalje v bližino pripeljejo histon deacetilaze, histon metil in lizin transferaze 
ter proteine za remodeliranje kromatina. Skupaj ti proteini poskrbijo za epigenetske 
spremembe, ki pripeljejo do utišanja izražanja gena (Lupo in sod., 2013). Za utišanje 
izražanja genov so bile uporabljene tudi druge domene, kot na primer MXI1 (MAX 
interacting protein 1) in SID4X (štiri skupaj združene mSin3 domene) (Dominguez in sod., 
2016). 
Za aktivacijo izražanja genov se, tako kot za inhibicijo, lahko uporablja več različnih 
domen. Z dodatkom aktivatorske domene VP64 (tetramer aktivatorske domene VP16) na 
dCas9 so raziskovalci uspeli dobiti povišanje izražanja, kar so uspeli še izboljšati z 
uporabo več različnih gRNK za tarčni promotor (Maeder in sod., 2013). Povečanje 
izražanja je mogoče doseči z zaporednim vezanjem več ponovitev aktivatorske domene 
VP16 na dCas9 (VP160; 10 zaporednih ponovitev VP16 domene (Cheng in sod., 2013)). 
Tanenbaum in sodelavci (2014) so na karboksilni konec dCas9 proteina dodali 10 
zaporednih kratkih peptidnih epitopov. Z zlitjem VP64 domene na enoverižne variabline 
fragmente (scFv) so na mesto dCas9 proteina z dodanimi epitopi uspeli pripeljati večje 
število aktivatorskih domen, kar je dodatno povečalo transkripcijo tarčnega gena). Visoko 
povišanje izražanja so dosegli Chavez in sodelavci (2015), ki so pripravili tridelni 
aktivator, sestavljen iz domen VP64, p65 podenota NF-κB (krajše p65) in R transaktivator 
Rta, poimenovan VPR (VP64 – p65 – Rta) (slika 12). Skupina je demonstrirala uspešnost 
uporabe konstrukta dCas9-VPR za aktivacijo izražanja genov za diferenciacijo živčnih 
celic iz induciranih pluripotentnih matičnih celic (iPSc) (Chavez in sod., 2015). 
 
Slika 12: Prikaz sgRNA konstrukta sestavljenega skupaj s proteinom Cas9, z izničeno nukleazno 
aktivnostjo (dead Cas9 – dCas9) ter dodanim trodelnim aktivatorjem, VP64, p65 in Rta (VPR) 
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Aktivatorske domene povišajo izražanje genov z rekrutiranjem RNA polimeraze II, histon 
acetilaz, TATA-vezavnih proteinov (TBP) ter kromatin remodelirajočih proteinov. Skupaj 
ti proteini preuredijo kromatinsko strukturo ter spremenijo epigenetske modifikacije tako, 
da te ustrezajo stanju za izražanje genov (Hall in Struhl, 2002). 
2.5 INDUKCIJA DIFERENCIACIJE CELIC S POMOČJO AKTIVACIJE IZRAŽANJA  
KLJUČNIH GENOV 
V prelomnem članku iz leta 2006 sta Takahashi in Yamanaka pokazala, da je možno s 
ponovno aktivacijo izražanja le nekaj genov doseči  regresijo odraslih diferenciranih celic 
v celice s pluripotentnim fenotipom. Tvorbo tako imenovanih induciranih pluripotentnih 
matičnih celic (iPSc) so dosegli z retrovirusno transdukcijo odraslih fibroblastov s samo 
štirimi geni; Oct3/4, Sox2, c-Myc in Klf4. Gre za gene, ki kodirajo pomembne 
transkripcijske faktorje za vzdržujevanje pluripotentnega stanja celic in so običajno v 
diferenciranih celicah utišani. Ponovno izražanje transkripcijskih faktorjev v celicah je 
zadostovalo za globalno reprogramiranje genoma in posledično za aktivacijo drugih genov, 
povezanih s pluripotentnim stanjem  (Takahashi in Yamanaka, 2006). 
Podobno so naivne T celice, v katere je bil z retrovirusno transdukcijo vstavljen gen 





, sposobnost inhibicije produkcije citokinov drugih T 




 T celic (Hori in sod., 2003). 
Treg celice je mogoče dokaj uspešno namnožiti in vitro, z gojenjem krvnih celic v 





T celicah je možno inducirati izražanje gena FOXP3 s stimulacijo TCR ter dodatkom TGF 
β. Kljub izražanju FOXP3 T celice niso bile sposobne izvajati regulatornih funkcij, kar 
kaže na to, da zgolj izražanje gena FOXP3 ni zadosten kriterij za definiranje Treg celic 
(Tran in sod., 2007). 
Trenutne raziskave so večinoma usmerjene v poskus diferenciacije Treg celic iz relativno 
podobnih, naivnih T celic. Manj je znanega o moči ključnih regulatornih genov za 
diferenciacijo Treg celic iz sorodstveno bolj oddaljenih celic. Raziskave, kot npr. že 
omenjena raziskava Takahashija in Yamanake, kažejo, da lahko upravičeno sklepamo, da 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 2: Uporabljena laboratorijska oprema, razvrščena po proizvajalcu 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
ApoGee Designs aparatura za agarozno gelsko elektroforezo Horizon 11.14 
Applied Biosystems aparatura za verižno reakcijo s polimerazo Veriti 96 Thermal Cycler 
Binder CO2 inkubator za celične kulture 
BioMetra naprava za opazovanje agaroznih gelov pod UV lučjo 
Canon fotoaparat za slikanje agaroznih gelov 
Corbett aparatura za verižno reakcijo s polimerazo 
Dnr Bioimaging Systems aparatura za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf avtomatske pipete, termoblok Thermomixer comfort, namizna centrifuga 
MiniSpin 
Gilson pipete 
Gorenje mikrovalovna pečica za segrevanje agaroznih gelov 
Hettich centrifuga Universal 320R 
Hoefer kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
Iskra PIO d.o.o. laminarij Iskra PIO 
Kambič inkubator in stresalnik za bakterijske kulture 
KERN tehtnica 
LTD hladilnik 
Roche aparatura za kvantitativno reakcijo z verižno polimerazo 
LightCycler 480, plošče LightCycler 480 Multiwell Plate 96, folija 
Light Cycler 480 Sealing Foil, reagent LightCycler 480 SYBR 
Green I Master 
Sanyo Skrinja za -80°C 
Sarstedt nastavki za pipete 
Schott Duran erlenmajerice 
Sigma-Aldrich vorteks IKA MS3 Basic 
StemCell Technologies falkonke SepMate 
Sutjeska avtoklav 
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Preglednica 3: Uporabljene kemikalije, razvrščene po proizvajalcu 
Proizvajalec Kemikalije 
Applied biosystem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (pufer za reverzno 
transkriptazo RTBuffer, nukleotidi dNTPmix, reverzna 
transkriptaza, mešanica začetnih oligonukleotidov Random primers) 
BioLabs NEBbuffer2 
CarloErba DMSO 
Fluka Kvasni ekstrakt 
Gibco medij RPMI 1640 Medium, FBS 
Gold biotechnology ampicilin, agaroza 
Inalco DTT 
Invitrogen pufer TAE 
Kapa Biosystems KAPA HiFi HotStart ReadyMix 
Kemomed d.o.o. oligonukleotidi začetniki 
Merck Na2HPO4, KH2PO4, bromfenolmodro, MgCl2 
Promega pufer DNaze RQ1, DNaza RQ1, RQ1 Stop Solution 
Roche tripsin, RNA High Pure RNA Isolation Kit (pufer za lizo celic 
Lysis/Binding Buffer, mikrocentrifugirne kolonce High Pure Filter 
Tube, pufra za spiranje Wash Buffer I in Wash Buffer II) 
Serva polietilenimin (PEI) 
Sigma-Aldrich tripton, KCl, NaCl, etidijev bromid, ksilencianol, glukoza, Tris-HCl, 
ATP, PEG 6000 
Stemcell Technologies Lymphoprep, gojišče DMEM 
Thermo Scientific GeneJet Plasmid Miniprep Kit (raztopina za resuspenzijo 
Resuspension Solution, za lizo celic Lysis Solution, nevtralizacijska 
raztopina Neutralization Solution, centrifugirne kolonce, raztopina 
za spiranje Wash Solution), restrikcijska encima (BstXI in NheI), 
standarda GeneRuler 1kb DNA Ladder in GeneRuler DNA 
LadderMix, PCR/Gel Isolation Kit (pufer za vezavo Binding Buffer, 
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3.1.3 Raztopine in pufri 
Preglednica 4: Uporabljene raztopine in pufri ter njihova sestava 
Raztopina oz. pufer Sestavine 
5x Rapid pufer 66 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM ATP, 6 % 
PEG 6000, pH naravnan na 7,6 
50x TAE pufer za gelsko  
elektroforezo 
242g Tris, 57,1 ml ledocetne kisline, 100 ml 0,5M EDTA, dH2O do 1l,  
naravnan na pH 8,0 
6x nanašalni pufer za gelsko 
elektroforezo 
0,25% bromfenolmodro, 0,25% ksilencianol, 40% glukoza 
tekoče gojišče LB 40 % triptona, 20 % kvasnega ekstrakta, 40 % NaCl 
tekoče gojišče LBA 40 % triptona, 20 % kvasnega ekstrakta, 40 % NaCl, 100 mg/mL ampicilina 
tekoče gojišče LBK 40 % triptona, 20 % kvasnega ekstrakta, 40 % NaCl, 100 mg/mL kanamicina 
PBS 1,7 M NaCl, 34 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 18 mM KH2PO4 
 
3.1.4 Plazmidni vektorji 
Preglednica 5: Uporabljeni plazmidni vektorji 
Plazmid Vir 
pgRNA - humanized Addgene (#44248) 
pcDNA3 Invitrogen 
 
3.1.4.1 pgRNA humanized 
pgRNA humanized je lentivirusni vektor za izražanje guide RNA (gRNA) konstruktov v 
sesalskih celicah. Vektor vsebuje zapis za mišji U6 promotor (Roelz in sod. 2010),   Poleg 
tega vsebuje zapis za odpornost proti antibiotiku ampicilinu, kar omogoča selekcijo 
transformiranih bakterij, ter CMV-puro-t2A-mCherry ekspresijsko kaseto (Qi in sod., 
2013). Vektor smo uporabljali za izražanje ustvarjenih sgRNA konstruktov v HEK293T 
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Slika 13: Plazmidna mapa vektorja pgRNA – humanized (Qi in sod., 2013). 
3.1.4.2 pcDNA3  
pcDNA3 je vektor za konstitutivno izražanje v sesalskih celicah. Plazmid vsebuje gen za 
odpornost na ampicilin (slika 14). V pcDNA3 smo vstavljali naše vključke (razen gRNA); 
dCas9:VP16, dCas9:VPR, dCas9:KRAB in YFP (mCitrine). Vključki so bili vnešeni v 
plazmid v poliklonsko mesto in njihovo izražanje je bilo pod nadzorom promotorja 
citomegalovirusa (CMV). V naših poskusih smo plazmid pcDNA3 uporabljali tudi kot 
''prazni'' plazmid, pri čemer v vektor nismo vstavljali dodatnih konstruktov. Prazen vektor 
smo uporabljali kot negativno kontrolo pri transfekciji HEK293T celic, s čimer smo želeli 
pokazati, da zgolj vnos tuje DNK v celicah ne povzroči spremembe v izražanju raziskanih 
genov, ter za dopolnitev količine transfecirane DNK tako, da je imela vsaka transfekcijska 
mešanica na koncu enako količino vnešene DNK.   
31 
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Slika 14: Plazmidna mapa vektorja pcDNA3 (BVTech Plasmid, 2016). 
3.1.5 Organizmi 
3.1.5.1 Bakterijski sevi 
Preglednica 6: Uporabljen bakterijski sev bakterije Escherichia coli 
Bakterijski sev Genotip Vir 
DH5α F-/supE44, ΔlacU169 (N80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 
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3.1.5.2 Celične kulture 
Preglednica 7: Uporabljena celična kultura 
Celična kultura Vir Opis 
HEK293T Carsten Kirschning  
(Tehniška Univerza München) 
HEK293T je trajna celična 
linija človeških zarodnih ledvičnih 
celic. Vsebujejo antigen T SV40, 
ki jim omogoča episomsko replikacijo 




Bakterijske celice E. coli smo kultivirali v/na gojišču LB  (Luria-Bertani). Celice 
HEK293T smo gojili v gojišču DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) s 10% FBS.   
3.1.7 Oligonukleotidi začetniki 
Preglednica 8: Uporabljeni oligonukleotidi začetniki 




BstXI:FOXP3:Core_sg2t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTGCTTGAACTACCCGGCGAGGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:Core_sg3nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGGCCGGGTAGTTCAAGCAATGGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:Core_sg4nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGCCATATCAATTCCATCTATAGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS1_sg5t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGATAGGGCTTGGGGTGACGCTGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS1_sg6t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGAAAATCACACATAGGGCTTGGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS1_sg7nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGGAGGTTAAGAGTGTGGGTACGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS1_sg8nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGGTACTGGAGCCAGACTGTCTGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS2_sg9t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTCATGGCGGCCGGATGCGCCGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS2_sg10t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGCAGATTATGTTTTCATATCGGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS2_sg11nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTCGATGAAGCCCGGCGCATCGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CNS2_sg12nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGGGAACGAAACCTGTGGGGTGGTTTTAGA 
GCTAGAAATAGC 3' 
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nadaljevanje Preglednice 8: Uporabljeni oligonukleotidi začetniki 







BstXI:FOXP3:CAGE1_sg17t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGCAAGACTGGCTTCAGACCTGGTT 
TTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE1_sg18nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTTACGAGGGCTTAGAAGGTTGTT 
TTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE1_sg19nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTTTGTTTTGAACTAATGGTGGTTT 
TAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE2_sg20t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGCTCCTGCGTAATTATAAACCGTTT 
TAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE2_sg21t_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGTATAGGAGGCAAACGAAGTGGTT 
TTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE2_sg22nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGGGCCTGGTTTATAATTACGCGTT 
TTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE2_sg23nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGCATTCCGACCCAAGTCTGCAGTT 
TTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
BstXI:FOXP3:CAGE2_sg24nt_for 5' CTTGGAGAACCACCTTGTTGGATAATTACGCAGGAGGTGTAG 
TTTTAGAGCTAGAAATAGC 3' 
h_ANXA1.F1 5' ATGCACAGCGTCAACAGATCA 3' 
h_ANXA1.R1 5' GCAGAGCTAAAACAACCTCCTC 3' 
h_CTLA4_F1 5' GCCCTGCACTCTCCTGTTTTT 3' 
h_CTLA4_R1 5' GGTTGCCGCACAGACTTCA 3' 
h_FOXP3_F1 5' GTGGCCCGGATGTGAGAAG 3' 
h_FOXP3_R1 5' GGAGCCCTTGTCGGATGATG 3' 
h_FOXP3_F2 5' TCCCAGAGTTCCTCCACAAC 3' 
h_FOXP3_R2 5' GCAAGACAGTGGAAACCTCAC 3' 
h_FOXP3_F3 5' GAACGCCATCCGCCACAACCTGA 3' 
h_FOXP3_R3 5' CCCTGCCCCCACCACCTCTGC 3' 
h_FOXP3_F4 5' CACCTGGCTGGGAAAATGG 3' 
h_FOXP3_R4 5' GGA GCC CTT GTC GGA TGA 3' 
h_FOXP3_F5 5' CATCCGCCACAACCTGA 3' 
h_FOXP3_R5 5' CGTCCATCCTCCTTTCCT 3' 
h_FOXP3_F6 5' GCACCTTCCCAAATCCCAGT 3' 
h_FOXP3_R6 5' GGCCACTTGCAGACACCA 3' 
h_FOXP3_F6 5' CTTCCTTGAACCCCATGC 3' 
h_FOXP3_R6 5' GAGGGTGCCACCATGACTA 3' 
h_FOXP3_F6-1 5' CTTCCTTGAACCCCATGC 3' 
h_FOXP3_R6-1 5' GAGGGTGCCACCATGACTA 3' 
h_FOXP3_F8 5' GTGGCCCGGATGTGAGAAG 3'  
h_FOXP3_R8 5' GGAGCCCTTGTCGGATGATG 3'  
h_FOXP3_ex 1-2 Kemomed (exon 1-2 NM_001114377)  
h_FOXP3_ex 4-5 Kemomed (exon 4-5 NM_001114377)  
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nadaljevanje Preglednice 8: Uporabljeni oligonukleotidi začetniki 
Oznaka oligonukleotida Nukleotidno zaporedje 
h_GAPDH_F1 5' GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3' 
h_GAPDH_R1 5' GAAGATGGTGATGGGATTTC 3' 
h_GAPDH_F2 5' GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 3' 
h_GAPDH_R2 5' GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 3' 
h_ID2.F1 5' GACCCGATGAGCCTGCTATAC 3' 
h_ID2.R1 5' AATAGTGGGATGCGAGTCCAG 3' 
h_IFNG.F1 5' TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA 3' 
h_IFNG.R1 5' TCCTTTTTCGCTTCCCTGTTTT 3' 
h_IKZF2.F1 5' TGGCATGGTTTGCATTGGG 3' 
h_IKZF2.R1 5' AGAAAGGACATTTGAACGGCTT 3' 
h_IL2RA_F1 5' GTGGGGACTGCTCACGTTC 3' 
h_IL2RA_R1 5' CCCGCTTTTTATTCTGCGGAA 3' 
h_NELL2.F1 5' GAGTCTCGGGTCTTACTGAGAA 3' 
h_NELL2.R1 5' AAGGCTTTCGTCCCATTATGC 3' 
h_NFIL3.F1 5' AATGTGAGTTCATTTGTGGACGA 3' 
h_NFIL3.R1 5' GACACTTCTGAAACATCGGACA 3' 
h_PI16.F1 5' GAGAATCTGTTCGCCATCACA 3' 
h_PI16.R1 5' CCCATACCACCTGCGTGTAG 3' 
h_PTPRC_F1 5' ACCACAAGTTTACTAACGCAAGT 3' 
h_PTPRC_R1 5' TTTGAGGGGGATTCCAGGTAAT 3' 
h_IPO8_F1 5' TCCGAACTATTATCGACAGGACC 3' 
h_IPO8_R1  5' GTTCAAAGAGCCGAGCTACAA 3' 
h_RPL13A_F1 5' GCCATCGTCGCTAAACAGGTA 3' 
h_RPL13A_R1  5' GTTGGTGTTCATCCGCTTGC 3' 
h_SATB1_F1 5' GATCATTTGAACGAGGCAACTCA 3' 
h_SATB1_R1 5' TGGACCCTTCGGATCACTCA 3' 
h_SDHA_F1  5' CAAACAGGAACCCGACGTTTT 3' 
h_SDHA_R1  5' CAGCTTGGTAACACATGCTGTA 3' 
h_SDHA_F2  5' CAGCATGTGTTACCAAGCTGT 3' 
h_SDHA_R2 5' GGTGTCGTAGAAATGCCACCT 3' 
h_SHC4.F1 5' CCGCATGGCAAGCATGAAG 3' 
h_SHC4.R1 5' ACTTAAACTGGTTTCTGGGGAAG 3' 
h_TIGIT_F1 5' TCTGCATCTATCACACCTACCC 3' 
h_TIGIT_R1 5' CCACCACGATGACTGCTGT 3' 
pgRNAvect:Nhe_for 5' CCGTCAGATCCGCTAGCCCACCATG 3' 
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3.2.1 Transformacija bakterijskih sevov 
Transformirali smo kompetentne celice DH5α, ki so bile predhodno shranjene v 
zmrzovalniku na -80°C. Za transformacijo smo uporabljali 60 µl  celic. Celice smo najprej 
odtajali na ledu. Plazmid za transformacijo smo redčili do koncentracije 25 ng/ µl. Ko so 
bile celice odtajane, smo jim dodali 1 µl  redčenega plazmida ter jih pustili na ledu 20 
minut. Sledil je toplotni šok za 2 – 4 minut na 42°C, po toplotnem šoku smo celice 
postavili nazaj na led za 2 minuti. Po dveh minutah smo dodali 1mL LB gojišča ter dali 
celice za 1h na termoblok, nastavljen na temperaturo 37°C in stresanje 600 obratov na 
minuto (RPM). Po eni uri smo celice centrifugirali na 7000 bratih na minuto za 3 minute. 
Supernatant (gojišče) smo odlili, pelet celic smo z vorteksom resuspendirali v preostalem 
gojišču. Resuspendirane celice smo nato sterilno nanesli ter razmazali na LB ploščah z 
dodanim antibiotikom (izbor antibiotika je bil odvisen od vnešenega plazmida). Plošče smo 
pustili v inkubatorju na 37°C za 12 – 16h ali 3 dni na sobni temperaturi, nato smo jih lahko 
hranili na 4°C do enega meseca.   
3.2.2 Sterilizacija laboratorijske opreme, gojišč in raztopin 
Material, uporabljen pri delu z bakterijskimi celicami, je bil predhodno steriliziran z vlažno 
toploto v avtoklavu, v pogojih 121 °C, 20 minut in 1 bar. LB gojišče je bilo vnešeno v 
stekleničke, pokrito s pokrovčki ter sterilizirano v avtoklavu. Raztopine in gojišča, ki so 
občutljiva na toploto, so bila sterilizirana s filtracijo skozi pore s premerom 0,22 um.   
3.2.3 Precepljanje plošč 
Ob uspešni transformaciji bakterijskih celic, so bile na LB ploščah po 12-16h v inkubatorju 
ali po 3 dneh na sobni temperaturi vidne kolonije. Kolonije smo precepljali v 10mL 
tekočega gojišča LB. Precepljali smo tako, da smo ob se ognju kolonij dotaknili s 
sterilnimi pipetnimi nastavki, ki smo jih nato odvrgli v stekleničke z LB gojiščem. V vsako 
stekleničko s celicami in gojiščem smo dodali 15 µl  antibiotika s koncentracijo 50 mg/ml. 
Izbor antibiotika je bil odvisen od vnešenega vektorja. Stekleničke z gojiščem smo stresali 
v inkubatorju na 37°C 12 – 16h.     
3.2.4 Izolacija plazmidne DNK iz bakterijskih sevov 
Plazmidno DNA iz bakterij v tekočem gojišču smo izolirali s kitom GeneJet Plasmid 
MiniPrep Kit po navodilih proizvajalca.  
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3.2.5 Restrikcija DNK z restrikcijskimi endonukleazami 
Za cepitev plazmidne DNK smo uporabili restrikcijski endonukleazi BstXI (10U/ µl) in 
NheI (10U/ µl), ki prepoznata točno določena mesta na DNK (preglednica 10). Restrikcijo 
plazmidne DNK smo izvedli v 30 µl  reakcijah. Za restrikcijo smo uporabili 3 µg  
plazmidne DNK, ki smo jo odpipetirali iz vzorcev shranjenih na -20°C. Izbrali smo pufer, 
kjer je imel encim najvišjo aktivnost. Če je bila aktivnost enega encima v pufru manjša od 
drugega, smo dodali tega encima ustrezno več (npr. če uporabljamo encima BstXI in NheI 
ter ima v pufru NEB2 encim BstXI aktivnost 50%, NheI pa 100%, smo dali v reakcijsko 
mešanico 2 µl  encima BstXI in 1 µl  encima NheI). V 30 µl reakcijsko mešanico smo dali 
3ul pufra ter ustrezno količino encima (1ul, če je bila aktivnost encima 100% v dodanem 
pufru). Reakcijo smo do končnega volumna 30 µl  dopolnili z MQ. Reakcijske mešanice 
smo inkubirali 2h na 37°C. 
Preglednica 9: Uporabljena restrikcijska encima ter njuna prepoznavna mesta 
Restrikcijski encim Prepoznavno mesto 
BstXI 5' CCANNNNN/NTGG 3' 
NheI 5' G/CTAGC 3' 
 
3.2.6 Agarozna gelska elektroforeza 
Za pripravo agaroznega gela smo najprej zatehtali agarozo. Količina agaroze je bila 
odvisna od % gela, ki smo ga želeli uporabiti.V naših poskusih smo uporabljali 1% ali 2% 
agarozni gel. Agarozo smo z mikrovalovno pečico raztopili v TAE pufru ter pred nanosom 
gela v pripravljene banjice dodali še 5 µl etidijevega bromida.   
Vzorce smo pred nanosom na gel zmešali s 6x nanašalnim pufrom (6xLB skupaj z 10-20 
µl bromfenol modrega), tako je bila končna koncentracija pufra 1x. Vzorce smo nato 
nanesli v luknjice na gelu. Poleg vzorcev smo na gel dodali še 10 µl lestvice, s katero smo 
lahko določili velikosti ločenih fragmentov. Elektroforeza je potekala 30 – 45 minut na 
100-125V.   
3.2.7 Izolacija iz DNK gela 
Po elektroforezi smo vzorce, ki smo jih želeli naprej uporabiti, izrezali iz gela in jih 
prenesli v epice. Pri izolaciji smo si pomagali s površino, ki oddaja UV svetlobo, kar nam 
omogoči, da vidimo lise DNK na gelu. Za zaščito pred UV svetlobo smo si nadeli zaščitna 
očala, ki ne prepuščajo UV svetlobe. S skalpelom smo izrezali ustrezni fragment DNK in 
ga prenesli v 2 ml mikrocentrifugirko.  
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DNK smo izolirali iz gela s kitom PCR/Gel Isolation po navodilih proizvajalca. Izolirani 
DNK smo pomerili koncentracijo na NanoDropu ter shranili na -20°C.  
3.2.8 Reakcija z verižno polimerazo (PCR) 
Odseke DNK smo pomnoževali z verižno polimerazno reakcijo, oziroma PCR (polymerase 
chain reaction). PCR smo izvajali z dvema različnima DNK polimerazama: Kappa Hifi 
polimerazo (preglednica 10 in 11) in Phusion polimerazo (Preglednica 11 in 12).  
Preglednica 10:  Reakcijska mešanica za PCR s Kappa Hifi polimerazo 
Komponenta Volumen 
2x KAPA Hifi HotStart ReadyMix 12,5 µl 
smerni primer (10 µM) 0,75 µl 
protismerni primer (10 µM) 0,75 µl 
5% DMSO 1,25 µl 
matrična DNK 10 - 30 ng 
MQ do 25 µl 
 
Preglednica 11: Program za PCR s Kappa Hifi polimerazo 
Korak Temperatura (°C) Čas število ciklov 
Začetna denaturacija 95 2-5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
35 Prileganje primerjev 60 - 75 15 s 
Podaljševanje 72 15-60 s/kb 
Zaključno podaljševanje 72 1-5 min 1 
Ohlajevanje 10 ∞ 1 
 
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za PCR s Phusion polimerazo 
Komponenta Volumen 
High fidelity buffer 10 µl 
smerni primer (10 µM) 2 µl 
protismerni primer (10 µM) 2 µl 
5% DMSO 1 µl 
dNTP mix 4 µl 
matrična DNK 10 - 30 ng 
Phusion HighFidelity DNA polimeraze  0,2 µl 
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Preglednica 13: Program za PCR s Phusion polimerazo 
Korak Temperatura (°C) Čas število ciklov 
Začetna denaturacija 98 30 s 1 
Denaturacija 98 5 - 10 s 
25 - 35 Prileganje primerjev 45 - 75 10 - 30 s 
Podaljševanje 72 15-30 s/kb 
Zaključno podaljševanje 72 5 - 10 min 1 
Ohlajevanje 10 ∞ 1 
  
3.2.9 Ligacija 
Vektorje in inserte predhodno režemo z restrikcijskimi encimi, tako da dobimo lepljive 
konce, spreko katerih se bodo inserti združili z vektorjem. Pri tem je potrebno uporabiti 
iste encime za restrikcijo vektorja in insertov. Po enačbi: 
𝑚(𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑎) =  




smo določili maso inserta, potrebnega za ligacijo. Za ligacijo smo v posamezno epico dali 
50 ng vektorja, izračunano maso inserta, 4 µl 5x Rapid Ligation pufra, 1 µl T4 DNA ligaze 
ter MQ do 20 µl. Ligacijsko mešanico smo pustili 30 minut na sobni temperaturi, nato smo 
vnesli ligirane konstrukte s transformacijo v 200 µl kompetentnih DH5α celic.  
3.2.10 Lepljenje po Gibsonu 
DNK fragmente smo klonirali tudi z metodo Gibson assembly (Gibson in sod., 2009), ki 
omogoča združiti več DNK fragmentov v eni reakciji. Reakcijska mešanica mora pri tem 
vsebovati dNTP, eksonukleazo za stvaritev lepljivih koncev na DNK fragmentih, DNK 
polimerazo za dodatek dNTP na enoverižno DNK ter DNK ligazo za kovalentno združitev 
DNK fragmentov. Gibson mešanicam (15 µl), ki so jih pripravili laboratorijski tehniki iz 
Kemijskega inštituta v Ljubljani, smo dodali po 30 ng ali po 50 ng vsakega posameznega 
fragmentaMešanico smo postavili za 1h na termoblok, na 50°C, brez stresanja. Po 1h smo 
mešanico transformirali v kompetentne DH5α celice. 
3.2.11 Priprava DNK za sekvenciranje 
Vzorce za sekvenciranje smo pripravili  po  navodilih podjetja GATC biotech. V 1,5 ml 
epice smo dali 400 ng plazmidne DNK, 2,5 µl 10 µM začetnega primerja ter dopolnili do 
10 µl z MQ vodo. Na epice smo prilepili nalepko LIGHTrun tube, na kateri je bila 
natisnjena prepoznavna koda. Epice smo poslali v podjetje GATC biotech. DNK zaporedja 
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so bila dostopna 2-3 dni po pošiljanju vzorcev na spletni strani GATC biotech 
https://www.gatc-biotech.com/en/home.html. Prejeta DNK zaporedja smo analizirali ter 
preverjali njihovo skladnost s teoretičnimi sekvencami s programom VectorNTI.  
3.2.12 Delo s celicami HEK293T 
Celice HEK293T je priskrbela Tina Lebar iz Kemijskega inštututa v Ljubljani. Delo s 
celicami je potekalo v laminariju. 
Celicam smo menjali gojišče vsakih 3-5 dni ter jih enkrat na teden tripsinizirali. Pri 
tripsiniziranju smo iz flaske previdno odpipetirali medij in pri tem poskušali ne odlepiti 
celic od podlage. Celice smo previdno sprali s 5 ml PBS, ki smo ga nato previdno 
odpipetirali. Celice smo odlepli od podlage z 2 ml tripsina in jih prenesli v sterilno 
falkonko. Celicam s tripsinom smo dodali 5 ml DMEMa z 10% FBS. Falkonko s celicami 
smo centrifugirali 5 minut na 1200 obratih na minuto. Po centrifugiranju smo v laminariju 
previdno odpipetirali supernatant in pelet celic resuspendirali v 10 ml gojišča. V flasko 
smo vrnili 0,5 – 1,5 ml resuspendiranih celic ter jim dodali gojišče DMEM z 10% FBS do 
skupaj 10 ml. Celice smo pustili rasti v inkubatorju na 37°C in 5 % CO2. 
3.2.13 Priprava HEK293T celic za transfekcijo in transfekcija 
Celice smo tripsinizirali po opisanem protokolu in jih resuspendirali v 10 ml gojišča. 
Število celic ter njihovo viabilnost smo izmerili s napravo COUNTESS Automatec Cell 
Counter. Za štetje celic smo v epici zmešali 10 µl resuspendiranih celic z 10 µl barvila 
tripan modro. 10 µl mešanice smo nanesli na števno komoro, ki smo jo naložili v napravo 
za štetje. Iz merjenja smo dobili število celic na ml ter viabilnost celic. Viabilnost celic je 
morala biti nad 80%. 
Za transfekcijo smo celice nacepili v plošče s po 6 ali 12 luknjicami. V luknjico na plošči s 
6 luknjicami smo nanesli 4 – 5 * 10
5 
celic ter dopolnili z medijem do skupnega volumna 2 
ml. V luknjico na plošči z 12-luknjicami smo nanesli 1 – 2 * 10
5 
celic ter dopolnili z 
medijem do skupnega volumna 1 ml. Po nanosu celic smo celice pustili vsaj 16 ur v 
inkubatorju, da so se pritrdile podlage, preden smo izvedli transfekcijo.  
Pri poskusih smo izvedli prehodno transfekcijo. Transfekcijo smo izvedli s transfekcijskim 
reagentom polietileniminom (PEI), ki smo ga zmešali z vnešeno DNK. Reagent PEI smo 
redčili s 150 mM raztopino natrijevega klorida (preglednica 14). Celice smo transfecirali z 
različnimi kombinacijami plazmidov, ki smo jih vnesli v skupni količini 2100 ng na 
luknjico za 6-well plošče ter 1650 ng na luknjico za 12-well plošče. Primer sestave 
transfekcijskih mešanic je predstavljen v preglednici 16. 
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Preglednica 14: Priprava PEI v 150mM NaCl. Količina dodanega PEI je odvisna od količine vnešene 
DNK. Na tabeli je prikazan izračun količine PEI ter 150 mM NaCl za 42 transfekcijskih mešanic, pri vnosu 
2100 ng plazmidne DNK na luknjico. 
mešanica PEI  Količina  
Količina DNA [ng] 2100 
PEI (µl) 25.2 
št.tr. mešanic 42 
št.paralelk 1.1 
Volumen raztopine 
PEI/well (µl) 100 
PEI (µl) 1281 
NaCl (µl) 3801 
 
Preglednica 15: Načrt transfekcije za ploščo s 6 luknjami. Vsaka vrsta predstavlja transfekcijsko 
mešanico za eno luknjo ter je označeno z imenom plazmidov, ki jih vnašamo. Vsak stolpec predstavlja 
vnešeni plazmid. V zgornji tabeli so podane količine vnešene DNK v skupnih ng za vsak vnešeni plazmid. 
Spodnja tabela kaže kolikšen volumen plazmida s koncentracijo 50 ug/µl potrebujemo za primerno količino 
vnešene DNK. 
  Transfekcijske mešanice - količine plazmidov/well [ng]       
Transfekcijska 
mešanica dCas9:VP16 sgRNA1 sgRNA2 sgRNA 3 sgRNArnd YFP pcDNA 3 
1 - prazne celice             2100 
2 - samo YFP           100 2000 
3 - samo 
dCas9:VP16 1000         100 1000 
4 - rnd sgRNA 1000       1000 100 0 
5 - sgRNA 1 1000 1000       100 0 
6 - sgRNA 2 1000   1000     100 0 
7 - sgRNA 3 1000     1000    100 0 
8 - multi 1000 250 250 250   100 0 
 
Transfekcijske mešanice – količina založne raztopine plazmidov (µl) 
Transfekcijska 







1 - prazne celice             46.2 63.8 
2 - samo YFP           2.2 44 63.8 
3 - samo 
dCas9:VP16 22         2.2 22 63.8 
4 - rnd sgRNA 22       22 2.2   63.8 
5 - sgRNA 1 22 22       2.2   63.8 
6 - sgRNA 2 22   22     2.2   63.8 
7 - sgRNA 3 22     22   2.2   63.8 
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Redčitve plazmidov za transfekcijo smo pripravljali v 150 mM NaCl. Plazmide smo redčili 
do koncentracje 50 ng/µl. Končni volumen plazmidov je bil 110 µl (preglednica 15). 
Plazmidom smo dodali 110 µl mešanice PEI z 150 mM NaCl ter počakali 15 – 30 minut, 
preden smo izvedli transfekcijo. Za transfekcijo smo v laminariju odpipetirali 200 µl 
transfekcijske mešanice in jo enakomerno nakapljali po celotni površini luknjice s 
celicami. Po dodatku transfekcijske mešanice smo ploščo s celicami rahlo pretresli. Celice 
smo nato postavili nazaj v inkubator, odkoder smo jih vzeli ven ob času za izolacijo RNK.  
3.2.14 Izolacija RNK iz HEK293T celic 
RNK smo izolirali s kitom High Pure RNA isolation kit po navodilih proizvajalca. Eluirani 
RNK smo izmerili koncentracijo na Nanodropu ter jo shranili na -80°C. Pri delu z RNK 
smo epice z RNK hranili na ledu ter uporabljali rokavice, s čimer smo želeli čim bolj 
zmanjšati kontakt z ribonukleazami, ki so prisotne v okolju, na koži ter v celičnem lizatu. 
Nizke temperature vzorcev ob delu na ledu prav tako zmanjšajo aktivnost ribonukleaz, ki 
imajo optimum delovanja pri višjih temperaturah, s čimer dodatno zmanjšamo razgradnjo 
RNK.    
3.2.15 Razgradnja z RQ Dnazo I 
Da bi dobili čim bolj čiste vzorce RNK, smo vsak izoliran vzorec pred obratno 
transkripcijo obdelali z DNK nukleazo RQ DNAzo, ki razgradi enoverižno in dvoverižno 
DNK.  1 µg RNK smo dodali 1 µl Dnaznega pufra RQ 1, 1 µl RQ Dnaze ter dopolnili z 
DEPC vodo do skupnega volumna 10 ul. Vzorce smo pustili 1h na 37°C. V vsako epico 
smo nato dodali 1 µl RQ1 stop solution ter jih inkubirali 10 minut pri 65°C.  
3.2.16 Obratna transkripcija 
Obratno transkripcijo smo izvedlo s kitom High Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit po navodilih proizvajalca (Preglednica 16 in 17). 
Preglednica 16: Reakcijska mešanica za obratno transkripcijo 
Komponenta Volumen 
mešanica RNK 10 µl 
10x RT buffer 2 µl 
dNTP mix 0,8 µl 
reverzna transkriptaza 1 µl 
random primers 2 µl 
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Preglednica 17: Program za obratno transkripcijo 
Stopnja (število ciklov) Temperatura (°C) Čas trajanja (min) 
1 (1) 25 10 
2 (1) 37 120 
3 (1) 85 5 
  4 ∞ 
 
Po programu smo cDNK shranili na -20°C. 
3.2.17 Kvantitativna reakcija z verižno polimerazo v realnem času (qPCR) 
Dobljene cDNK vzorce smo 10 x redčili z MQ vodo. qPCR smo izvajali v luknjicah na 
LightCycler 480 Multi Well Plate. V vsako luknjico smo dodali 5 µl redčene cDNK, 14.6 
µl reagenta LightClycler 480 SYBR Green I Master, 6.1 µl MQ vode, 1.5 µl smernega in 
1.5 µl protismernega začetnega oligonukleotida s koncentracijo 10 uM. Plošče smo prekrili 
s prozorno folijo ter izvedli qPCR z napravo LightCycler 480. Program za qPCR je 
prikazan v preglednici 19.   
Preglednica 18: Program za kvantitativno verižno reakcijo z verižno polimerazo v realnem času 
Število ciklov T (ºC) čas  
1 95 15 min 
  94 15s 
  65 30s 
40 – 50 72 30s 
  76 76s 
1 60 1s 
  segrevanje do 90   
1 37 ∞ 
      
 
3.2.18 Računanje spremembe izražanja s primerjalno Ct metodo 
Po končani reakciji qPCR smo dobili podatke v obliki Cp (crossing point) vrednosti, ki 
nam podajo število ciklov potrebnih, da izmerjena fluorescenca reporterskega barvila 
zaradi pomnoževanja DNK preseže arbitrarno postavljeni prag (slika 15). Manjša kot je 
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Slika 15: Prikaz naraščanja signala pri qPCR reakciji (Livak in Schmittgen, 2008: 1001). Z rdečo črto 
je označen prag jakosti signala, pri katerem se izmeri Cp vrednost. 
Spremembo izražanja smo računali s primerjalno Ct metodo (2). Za izračun spremembe 
izražanja smo potrebovali vrednost Cp FOXP3 gena in vrednost Cp kontrolnega gena za 
raziskovani vzorec ter za slepi vzorec. Vzorce smo normalizirali na kontrolni gen tako, da 
smo od Cp vrednosti za gen FOXP3 odšteli Cp vrednosti za kontrolni gen, s čimer smo 
dobili vrednost ΔCp(FOXP3)  za posamezen vzorec. Od ΔCp(FOXP3)  vrednosti za 
posamezen vzorec smo nato odšteli ΔCp slepega vzorca in dobili vrednost ΔΔCp(FOXP3). 
Spremembo izražanja smo dobili s potenciranjem števila 2, z negativno vrednostjo  
ΔΔCp(FOXP3). Dobljena vrednost spremembe izražanja je prikazovala koliko se je 
povečalo izražanje FoxP3 gena v primerjavi s slepim vzorcem.  
Za slepi vzorec smo uporabljali cDNA dobljene iz kontrol pri transfekciji; celice 
transfecirane samo z YFP (mCitrine), celice transfecirane samo z dCas9 ali celice 
transfecirane s sgRNA z naključnim zaporedjem (rnd sgRNA) (preglednica 15).   
ΔCp(FOXP3) = Cp(FOXP3) – Cp(kontrolni gen) 
ΔΔCp(FOXP3) = ΔCp(FOXP3, vzorec) – ΔCp(FOXP3, slepi vzorec) 
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4.1 IZBOR TARČNIH REGIJ NA GENU FOXP3, ZA IZDELAVO sgRNA 
Pri izdelavi sgRNK smo se odločili ustvariti več različnih vodilnih sekvenc, ki bodo 
prepoznale promotorsko regijo ter regulatorne regije gena FOXP3. Območje osnovnega (v 
besedilu poimenovan Core) promotorja smo določili z bazo Eukaryotic promotor database, 
s katero smo zamejili območje promotorja od -511/+176 glede na mesto začetka 
transkripcije. Na osnovi pregleda literature smo izbrali še regulatorne regije CNS1, CNS2 
in CNS3 ter določili njihov položaj na X kromosomu (Maruyama in sod., 2011). 
Raziskovalna skupina Schmidl in sod. (2014) je z metodo cap analysis gene expression 
(CAGE), s katero se pridobi podatke o 5' koncu mRNK molekule ter posledično o TSS, 
naredila karto promotorskih in regulatornih regij, aktivnih v različnih populacij T celic. S 
pomočjo omenjene karte, ki je dostopna na spletni strani http://www.ag-
rehli.de/NGSdata.htm, smo izbrali še dve dodatni regiji v bližini gena FOXP3, ki sta imele 
povišano izražanje v Treg celicah (Schmidl in sod., 2014). Poimenovali smo ju Cage1 in 
Cage2. Nukleotidna zaporedja izbranih regij (Osrednji del promotorja ali »Core« promotor, 
CNS1, CNS2, CNS3, Cage1 in Cage2, glej priloga A) smo uporabili za načrtovanje 
sgRNA.  
4.1.1 Načrtovanje sgRNA konstruktov za aktivacijo regulatornih regij gena FOXP3 
20 nt dolga zaporedja na 5' koncu sgRNA molekul, ki so nujna za prepoznavo tarčnega 
zaporedja na DNK, je načrtovala Tina Lebar iz Kemijskega inštituta v Ljubljani, s pomočjo 
programa CRISPR Design Tool, ki je dostopen na spletni strani http://crispr.mit.edu/. V 
program se vnese DNK zaporedje regije, za katero želimo načrtovati sgRNA. V našem 
primeru so bile to promotorska regija, CNS1, CNS2, CNS3, Cage1 in Cage2 regije gena 
FOXP3. Program nato preišče zaporedje za mesta, ki so primerna za sgRNA, s tem da išče 
20 nt dolga zaporedja, ki jim sledi PAM sekvenca (NGG). Dodatno program preveri 
celotni genom, če je zaporedje specifično samo za tarčni odsek DNK ter da nima 
nespecifičnih tarč. Najdenim sekvencam določi program oceno od 0 do 100, glede na 
selektivnost zaporedja za tarčno sekvenco na DNK (ocena je nižja, čim več ne-tarčnih 
zaporedij prepozna sgRNK). sgRNA zaporedja z oceno > 50 smo nadalje analizirali. Pri 
nadaljnjem izboru smo izločili sgRNA, ki so vsebovali homopolimerne sekvence s štirimi 
ali več enakih zaporednih nukleotidov A, T, G ali C. Pri izboru končnih zaporedij smo 
upoštevali še primernost PAM sekvence, pri čemer smo upoštevali rezultate iz raziskave 
Doench in sod. (2014), ki so pokazali, da je optimalna PAM sekvenca CGGH. V primeru, 
da v zaporedju ni bila prisotna CGGH PAM sekvenca, smo izbrali zaporedja z drugim 
najboljšim PAM zaporedjem, GGGH (Doench in sod., 2014). Za konec smo izbrana 
zaporedja še preverili s programom RNA Secondary Structure Prediction, dostopnim na 
spletni strani  
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http://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/Servers/Predict1/Predict1.html, s katerim 
smo določili, če se bodo sgRNA konstrukti zvili v primerno obliko. Za vsako regijo smo 
izbrali 4 sgRNA, ki so prikazani v prilogi B.     
4.1.2  Priprava sgRNA konstruktov 
Vključke sgRNA smo pridobili tako, da smo jih pomnožili iz vektorja pgRNA – 
humanized z reakcijo PCR. Prvih 20 nukleotidov sgRNA, potrebnih za prepoznavo 
tarčnega DNK zaporedja, smo vnesli s smernimi začetnimi oligonukleotidi (slika 16), ki so 
vsebovali potrebno zaporedje za izbrane tarčne regije (priloga B). Za protismerni začetni 
oligonukleotid smo uporabili pgRNAvect:Nhe_rev. Pomnožene sgRNA vključke smo z 
elektroforezo ločili na gelu (slika 17). Po izolaciji iz gela, smo vključke rezali z 
restrikcijskima encimoma BstXI in NheI, s čimer smo dobili lepljive konce.  
 
Slika 16: Pomnoževanje sgRNA konstruktov iz pgRNA-humanized vektorja s PCR. Protismerni začetni 
oligonukleotid je prilegal mestu na plazmidu, ki je vsebovalo prepoznavno mesto za restrikcijsko 
endonukleazo NheI. Smerni začetni oligonukleotid je vnesel prepoznavno mesto za restrikcijsko 
endonukleazo BstXI ter 20 nt dolgo tarčno zaporedje na sgRNA molekuli. Skupaj smo izvedli 24 PCR, z 
različnimi smernimi začetnimi oligonukleotidi za vsak sgRNA kontrukt. 
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Slika 17: Ločevanje s PCR pomnoženih sgRNA vključkov za regijo Core na agaroznem gelu z 
elektroforezo. Velikost fragmentov je 750 bp, kar smo preverili z dodatkom standardna GeneRuller 1 kb 
DNA ladder (označen S). Vzorci so nanešeni v naslednjem zaporedju: 1 (sg1t), 2 (sg2t), 3 (sg3nt), 4 (sg4nt) 
ter S (standard). 
Vektor pgRNA–humanized smo prav tako rezali z encimoma BstXI in NheI, ter ločili 
fragmente na gelu. Posamezne sgRNA vključke smo ligirali z rezanim vektorjem. Na 
koncu smo dobili 24 konstruktov, ki so se med sabo razlikovali v 20 nukleotidih 
prepoznavne sekvence sgRNA, medtem ko je bilo ogrodje pri vseh enako. Sekvenco 
vključkov smo preverjali z določanjem nukleotidnega zaporedja.      
4.2 PREVERJANJE USPEŠNOSTI TRANSFEKCIJE TER IZBOR KONTROLNIH 
GENOV ZA MERJENJE IZRAŽANJA GENA FOXP3 
4.2.1 Računanje spremembe izražanja gena FOXP3 s primerjalno Ct metodo 
Celice smo pred izolacijo RNK pogledali pod mikroskopom, da smo preverili, če so 
primerne oblike, če so pritrjene na podlago ter, če so uspešno transfecirane. Po izolaciji 
RNK iz transfeciranih celic, smo prepisali RNK v cDNK v reakciji reverzne transkripcije 
po navodilih opisanih v poglavju materiali in metode. Spremembo izražanja gena FOXP3 
smo preverjali z  metodo qPCR. Spremembo izražanja smo izračunali s primerjalno Ct 
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4.2.2 Optimizacija različnih oligonukleotidov začetnikov za merjenje izražanja 
FOXP3 ter kontrolnih genov 
Začetne oligonukleotide za merjenje izražanja gena FOXP3 je s pregledom literature ali z 
načrtovanjem na osnovi spletnega orodja (Wang in sod., 2012) izbral prof. dr. Simon 
Horvat iz Kemijskega inštituta v Ljubljani. Seznam vseh uporabljenih začetnih 
oligonukleotidov in njihovih nukleotidnih zaporedij prikazan v tabeli x. Za izražanje gena 
FoxP3 smo uporabljali smerne in protismerne začetne oligonukleotide FOXP3 2, FOXP3 
3, FOXP3 4, FOXP3 5, FOXP3 6, FOXP3 6-1,  FOXP3 8, FOXP3 ex 1-2, FOXP3 ex 4-5, 
FOXP3 ex 10-11; za merjenje izražanja kontrolnega gena smo uporabljali smerne in 
protismerne začetne oligonukleotide za gene SDHA, IPO8, RPL13A, GAPDH in CTLA4. 
Za izbor primernih začetnih oligonukleotidov za merjenje izražanja gena FOXP3 ter 
kontrolnega gena smo izvedli več qPCR reakcij. Vzorce smo po qPCR reakciji še nanesli 
na agarozni gel ter jih ločili po velikosti z elektroforezo. S tem smo preverili, če so 
pomnoženi fragmenti ustreznih velikosti ter če se je specifično pomnožil samo naš želeni 
fragment.  
V prilogah D, E, F, G in H so podane slike agaroznih gelov po elektroforezi vzorcev, 
pomnoženih na qPCR napravi z zgoraj navedenimi začetnimi oligonukleotidi. Začetne 
oligonukleotide FOXP3 3 in FOXP3 6 smo po začetnih poskusih prenehali uporabljati 
zaradi nespecifičnih pomnožkov (glej priloga D in H). 
4.2.2.1 Izbira kontrolnih genov 
Za optimalni kontrolni gen smo želeli, da se čim bolj stabilno izraža, kar pomeni da se 
njegovo izražanje čim manj spremeni tudi po transfekciji celic s kontrolnimi in 
eksperimentalnimi konstrukti. Cp vrednosti za kontrolni gen bi tako morale biti za različne 
vzorce, ob dodatku enake količine cDNK za vsak vzorec, čim bolj enake. Ustreznost 
kontrolnega gena smo dodatno preverili s programom Normfinder, ki je dostopen na 
spletni strani http://moma.dk/normfinder-software. Program s statistično obdelavo 
podatkov razvrsti kontrolne gene po primernosti, glede na stabilnost izražanja gena. S 
programom smo preverili stabilnost izražanja treh kontrolnih genov, SDHA, RPL13A ter 
GAPDH. Za vhodne podatke smo uporabili vrednosti Cp za kontrolne gene po qPCR 
cDNA iz različnih vzorcev (priloga C).  
Program Normfinder nam je na podlagi podatkov, predstavljenih v tabeli, izračunal 
stabilnost posameznega kontrolnega gena ter določil vrednost stabilnost (Stability value). 
Manjša kot je vrednost stabilnosti, manj variabilno se izraža kontrolni gen med vzorci ter 
bolj je primeren za uporabo pri normalizaciji in s tem verodostojnosti podatkov 
spreminjanja izražanja raziskanega gena med tretmaji. Za naše podatke se je kot najbolj 
primeren kontrolni gen izkazal SDHA (preglednica 19). 
48 
 
Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  




Preglednica 19: Določitev vrednosti stabilnosti izražanja za kontrolne gene SDHA, RPL13A ter 







SDHA 0.009 SDHA 
RPL13A 0.036 
 GAPDH 0.024 
  
4.2.3 Optimizacija pogojev transfekcije za analizo izražanja gena FOXP3  
Na podlagi začetnih poskusov, pri katerih smo preverjali specifičnost začetnih 
oligonukleotidov (prilog D do J) ter njihovo občutljivost (nižje vrednosti Cp), ter 
optimizacijskih poskusih, ki jih je izvedla Tina Lebar iz Kemijskega inštituta, smo zoožili 
seznam uporabljenih oligonukleotidov za merjenje izražanja gena FOXP3 na začetne 
oligonukleotide FOXP3 ex 1-2, FOXP3 ex 4-5, FOXP3 ex 10-11 ter FOXP3 8. Izbrane 
oligonukleotide smo preizkusili z izbranimi začetnimi oligonukleotidi za kontrolne gene 
GAPDH2, SDHA in RPL13A. 
4.2.3.1 Primerjava domen za aktivacijo transkripcij VP16 in VPR 
V začetnih poskusih smo za aktivacijo izražanja gena FOXP3 uporabili dCas9 protein, 
kovalentno povezan z domeno za aktivacijo transkripcije VP16. Da bi poskušali povišati 
aktivacijo izražanje gena FOXP3, smo se na podlagi pregleda literature odločili preizkusiti 
še močnejši aktivator transkripcije, VPR (trodelni aktivator VP64-p65-Rta). V poskusu 
smo tako izvedli transfekcijo HEK293T celic z enakimi sgRNA konstrukti, le da smo v 
eno skupino vzorcev dodali dCas9:VP16, v drugo pa dCas9:VPR. Rezultati so pokazali, da 
je bila aktivacija z VPR tudi do 10 krat boljša od uporabe VP16 (slika 18). Poskusi so bili 
izvedeni v eni biološki paralelki. 
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Slika 18: Primerjava dveh  fuzijskih proteinov za aktivacijo transkripcije dCas9:VP16 (Herpes 
simplex virus protein vmw65)  in dCas9:VPR (VP64-p65-Rta). Za RT-PCR je bil za merjenje izražanja 
kontrolnega gena uporabljen začetni oligonukleotid GAPDH2, za izražanje gena FOXP3 pa začetni 
oligonukleotid FOXP3 ex 4-5. Pri vseh vzorcih, kjer je bil dodan dCas9:VPR (stolpci obarvani s temno 
rdečo), smo dobili višje izražanje kot pri dodatku dCas9:VP16 (stolpci obarvani z zeleno). 
Da bi dodatno potrdili zanesljivost naših rezultatov, smo namesto plazmida z genom za 
fuzijski protein dCas9:VPR, v transfekcijsko mešanico dodali plazmid z genom za protein 
dCas9 z dodano represijsko domeno KRAB (Krüppel associated box). Dodatek 
dCas9:KRAB bi moral zaradi represijske aktivnosti domene KRAB zmanjšati izražanje 
gena FOXP3. Iz rezultatov je jasno razvidno, da smo ob dodatku dCas9:VPR k sgRNA 
dobili povišanje izražanja mRNA gena FOXP3, medtem ko se je izražanje ob dodatku 
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Slika 19: Preverjanje delovanja fuzijskih proteinov za aktivacijo in represijo transkripcije. Pri poskusu 
smo sgRNA konstruktom za posamezne regije dodali fuzijski protein za aktivacijo izražanja dCas9:VPR ter 
za represijo izražanja dCas9: KRAB. Pri dodatku dCas9:VPR (rdeči stolpci) se je izražanje gena FOXP3 
znatno povišalo glede na izražanje kontrolnih vzorcev (vzorci transfecirani samo z YFP in rnd sgRNA). 
Nasprotno smo pri dodatku dCas9:KRAB (modri stolpci) dobili zmanjšano izražanje glede na kontrole. Za 
RT-PCR smo uporabili začetni oligonukleotid GAPDH2 za kontrolni gen in FOXP3 ex 4-5 za gen FOXP3. 
4.2.3.2 Časovno spreminjanje izražanja gena FOXP3  
Da bi preverili kako se spreminja izražanje gena FOXP3 po aktivaciji v odvisnosti od časa, 
smo pripravili poskus, kjer smo iz transfeciranih celic HEKT293 izolirali RNK 48h, 96h 
ter 144h po transfekciji. Celice smo transfecirali s plazmidi, ki kodirajo sgRNA za vse 
posamezne izbrane regije ter protein dCas9:VPR. Iz rezultatov je vidno, da izražanje gena 
FOXP3 48h po transfekciji močno naraste, po čemer začne počasi upadati. V vzorcih, pri 
katerih smo dosegli močno aktivacijo izražanja (zlasti vzorci transfecirani s sgRNA za 
regijo Cage1), se je visoko izražanje gena FOXP3, kljub upadu, ohranilo tudi po šestih 
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Slika 20: Časovno spreminjanje izražanja gena FOXP3. RNK smo izolirali iz vzorcev 48h, 96h in 144h 
po transfekciji. Izražanje gena FOXP3 je po 96h v vseh vzorcih upadlo, po 144h pa še dodatno, v primerjavi 
z vzorci, izoliranimi 48h po transfekciji. Le pri transfekciji s sgRNK za regulatorno regijo Cage1 je bilo 
izražanje po 96h še vedno močno povišano. Pri RT-PCR smo uporabili začetni oligonukleotid GAPDH2 za 
kontrolni gen in FOXP3 ex 4-5 za gen FOXP3. 
4.2.4 Primerjanje rezultatov pridobljenih z različnimi začetnimi oligonukleotidi 
Želeli smo videti ali dobimo pri istih vzorcih različne rezultate, če uporabimo različne 
začetne oligonukleotide pri reakciji qPCR. Celice HEK293T smo transfecirali s sgRNA iz 
vseh izbranih regulatornih regij ter promotorske regije za gen FOXP3, v kombinaciji z 
dCas9:VPR in dCas9:KRAB. Po izolaciji RNK ter reverzni transkripciji smo na istih 
vzorcih izvedli qPCR z začetnimi oligonukleotidi za kontrolne gene SDHA, GAPDH2 in 
RPL13A, ter z začetnimi oligonukleotidi FOXP3 ex 1-2, FOXP3 ex 4–5 in FOXP3 ex 10–
11, za merjenje izražanja FOXP3. Spremembo izražanja gena FOXP3 smo nato izračunali 
za vse kombinacije uporabljenih začetnih oligonukleotidov za kontrolne gene ter gen 
FOXP3. Rezultati so prikazani na sliki 21.  
Iz grafov (slika 21) so opazne razlike med izračunano spremembo izražanja gena FOXP3, 
glede na uporabljen začetni oligonukleotid za FOXP3 ter za kontrolni gen. Ob uporabi 
istega oligonukleotida za gen FOXP3, dobimo pri uporabi različnih začetnih 
oligonukleotidov za kontrolne gene podobno shemo izražanja gena FOXP3. Na primer, če 
smo uporabili začetni oligonukleotid FOXP3 ex 4-5, smo dobili pri uporabi različnih 
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zaporedju za sgRNA za različne regije (od najvišje do najnižje aktivacije): CNS3 > Cage1 
> CNS1 > Core > CNS2.  Pri uporabi FOXP3 ex 10-11 smo dobili zaporedje Cage1 > 
CNS3 > Core > CNS1 > CNS2 in pri uporabi FOXP3 ex 1-2 CNS3 > Cage1 > CNS1 > 
Core > CNS2.  
Rezultati med različnimi začetnimi oligonukleotidi za gen FOXP3 so bili med sabo različni 
- pri FOXP3 ex 4-5 in FOXP3 ex 1-2 smo največjo vrednost dobili pri sgRNA za 
regulatorno regijo CNS3, pri FOXP3 ex 10-11 pa za Cage1. 
Razlike med rezultati, ki smo jih dobili pri uporabi različnih začetnih oligonukleotidov za 
kontrolne gene, so bile v jakosti izražanja gena FOXP3. Pri uporabi oligonukleotidov za 
RPL13A smo tako izračunali veliko manjše povišanje izražanja gena FOXP3, kot pri 
SDHA in GAPDH2 (npr. pri transfekciji z multi sgRNA za regijo Cage1 smo ob uporabi 
začetnih oligonukleotidov FOXP3 ex 10-11 in SDHA ali GAPDH2 izračunali povišanje 
izražanja gena FOXP3 za 21x in 22x, medtem ko smo ob uporabi začetnega 
oligonukleotida RPL13A dobili 9x povišanje). Uporaba različnih oligonukleotidov za 
kontrolne gene ni spremenila zaporedja moči izražanja gena FOXP3, kot smo to dobili pri 
uporabi različnih oligonukleotidov za gen FOXP3.   
Pri uporabi vseh začetnih oligonukleotidov smo ob dodatku dCas9:KRAB večinoma 
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Slika 21: Spreminjanje izražanja gena FOXP3, ob uporabi različnih začetnih oligonukleotidov. V 
grafih so za izračun spremembe izražanja uporabljeni podatki pridobljeni z uporabo začetnih 
oligonukleotidov za gen FOXP3. Začetni oligonukleotidi si v stolpcih sledijo od leve proti desni: FOXP3 ex 
1-2, FOXP3 ex 4-5 in FOXP3 ex 10-11. V grafih obarvanih z modro (zgornja vrsta) je bil za izračun 
uporabljen kontrolni gen GAPDH (začetna oligonukleotida GAPDH F2 in R2). V grafih obarvanih z zeleno 
(srednja vrsta) je bil za izračun uporabljen kontrolni gen SDHA. V grafih obarvanih z rdečo (spodnja vrsta) je 
bil za izračun uporabljen kontrolni gen RPL13A. Rdeča črta ponazarja vrednost izražanja FOXP3 v celicah 
transfeciranih z plazmidom za YFP. Vzorce RNK smo dobili iz HEK293T celic, transfeciranih s sgRNA za 
različne regulatorne regije gena FOXP3 ter dCas9:VPR ali dCas9:KRAB.  Vzorci si od leve proti desni 
sledijo v naslednjem zaporedju: YFP, rnd sgRNA + VPR, Core + VPR, CNS1 + VPR, CNS2 + VPR, CNS3 
+ VPR, Cage1 + VPR, Cage2 + VPR, rnd KRAB, Core KRAB, CNS1 KRAB, CNS2 KRAB, CNS3 KRAB, 
CAGE1 KRAB, CAGE2 KRAB. 
4.3 ISKANJE REGIJ ZA NAJVIŠJO AKTIVACIJO TRANSKRIPCIJE GENA FOXP3  
Na podlagi poskusov aktiviranja posameznih regulatornih regij gena FOXP3 (slika 21) 
smo se odločili nadaljevati poskuse s štirimi regijami, za katere se je izkazalo, da njihova 
aktivacija privede do najvišjega povišanja izražanja gena FOXP3; območje glavnega 
promotorja (označen Core), CNS1, CNS3 in Cage1. S temi regijami smo želeli dodatno 
preveriti aktivacija katere pripelje do najvišjega povišanja izražanja gena FOXP3. Kot smo 
videli, smo dobili ob uporabi različnih začetnih oligonukleotidov za gen FOXP3 različne 
rezultate, iz katerih ni bilo povsem jasno katero regijo je potrebno aktivirati, da dobimo 
najvišje povišanje izražanja gena FOXP3. Da bi lahko s čim večjo zanesljivostjo določili 
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sgRNA za regije, ki najbolj doprinesejo k aktivaciji izražanja gena FOXP3, smo izvedli 
poskus, kjer smo kombinirali med sabo različne sgRNA za različne regije. S tem bi lahko 
testirali katere kombinacije najbolj povišajo izražanje gena FOXP3 ter preverili katere 
regije močneje doprinesejo k povišanju izražanja. Hkrati bi lahko tudi preizkusili ali 
dosežemo višjo aktivacijo izražanja ob ciljanju več različnih regij ali ob močni aktivaciji 
zgolj ene regije. Zato smo pripravili transfekcijske mešanice s kombinacijami sgRNA iz 
ene ali več različnih regij (mešanice različnih sgRNA smo poimenovali multi sgRNA). 
Celice HEKT293 smo nato transfecirali z multi sgRNA iz ene regije ter kombinacijami 
dveh ali treh različnih regulatornih regij.  
Iz rezultatov je razvidno, da je konsistentno najbolj prispevala k povišanju izražanja gena 
FOXP3 aktivacija regije Cage1 (slika 22). Vse kombinacije sgRNA iz različnih regij, ki so 
vsebovale Cage1, so imele višje povišanje izražanja kot tiste, ki Cage1 niso vsebovale. 
Hkrati je tudi primerjava posameznih tarčnih regij pokazala, da aktivacija Cage1 najbolj 
doprinese k izražanju FOXP3 . Naslednja regija, za Cage1, ki je najbolj povišala izražanje 
FOXP3, je bila Core. Iz grafa je jasno razvidno, da smo najvišje izražanje dosegli prav s 
kombinacijo sgRNA za regiji Core in Cage1.       
 
Slika 22: Graf spreminjanja izražanja gena FOXP3 po transfekciji s kombinacijami sgRNA. Celice 
HEK293T smo transfecirali s kombinacijami sgRNK za regije Core, CNS1, CNS3 in Cage1, skupaj z 
dCas9:VPR. Kombinacije smo izvedli med dvema ali tremi posameznimi regijami. Izvedli smo tudi 
transfekcijo s sgRNK iz posamezne regije. RNK je bil izoliran iz vzorcev 48h po transfekciji. Za RT-PCR 
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Slika 23: Agarozni gel po elektroforezi vzorcev iz poskusa s kombinacijami sgRNA, pomnoženih s 
smernim in protismernim oligonukleotidom GAPDH2. Za standard (S) je bil uporabljen GeneRuler 1kb 
DNA ladder mix. Vzorci si sledijo v vrstnem redu od leve proti desni: standard (S), pcDNA3 (1), yfp (2), rnd 
(3), dCas9 (4), Core + CNS1 (5), Core + CNS3 (6), Core + Cage1 (7), CNS1 + CNS3 (8), CNS1 + Cage1 (9), 
CNS3 + Cage1 (10), Core + CNS1 + CNS3 (11), Core + CNS1 + Cage1 (12), Core + CNS3 + Cage1 (13), 
CNS1 + CNS3 + Cage1 (14), Core (15), CNS1 (16), CNS3 (17), Cage1 (18). 
 
 
Slika 24: Agarozni gel po elektroforezi vzorcev iz poskusa s kombinacijami sgRNA, pomnoženih s 
smernim in protismernim oligonukleotidom FOXP3 ex 4-5. Za standard (S) je bil uporabljen GeneRuler 
1kb DNA ladder mix. Vzorci si sledijo v vrstnem redu od leve proti desni: standard (S), samo MQ, pcDNA3 
(1), yfp (2), rnd (3), dCas9 (4), Core + CNS1 (5), Core + CNS3 (6), Core + Cage1 (7), CNS1 + CNS3 (8), 
CNS1 + Cage1 (9), CNS3 + Cage1 (10), Core + CNS1 + CNS3 (11), Core + CNS1 + Cage1 (12), Core + 
CNS3 + Cage1 (13), CNS1 + CNS3 + Cage1 (14), Core (15), CNS1 (16), CNS3 (17), Cage1 (18). 
 
Iz pridobljenih podatkov smo sklepali, da dobimo največje povišanje izražanja gena 
FOXP3 ob aktivaciji s sgRNA za regiji Core in Cage1. Da smo se prepričali o zanesljivosti 
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izbranih regij, smo ponovili poskus za štiri izbrane regulatorne regije (Core, CNS1, CNS3 
in Cage1), tokrat na bioloških triplikatih (slika 25). Pridobljeni rezultati so dodatno 
pokazali, da k povišanju izražanja gena FOXP3 najbolj prispeva aktivacija regije Cage1. 
Izražanje ob aktivaciji regije Core tokrat ni dalo zanesljivo boljše rezultate kot pri 
aktivaciji regije CNS3. Vendar smo iz seznama štirih izbranih tarčnih regij odstranili regijo 
CNS1, pri kateri smo dobivali najmanjše spremembe v izražanju gena FOXP3.  
 
Slika 25: Izražanje gena FOXP3 po transfekciji s sgRNA za regije Core, CNS1, CNS3 in Cage1. Poskus 
je bil izveden v bioloških triplikatih in RNK izoliran iz vzorcev 48h po transfekciji. Celice smo transfecirali z 
sgRNK za posamezne regije ter v kombinacijah dveh regij. Rezultati so podani kot povprečne vrednosti 
sprememb izražanja pri bioloških triplikatih s standardnim odklonom.  
4.4 ISKANJE POSAMEZNIH sgRNA, KI NAJBOLJ PRISPEVAJO K AKTIVACIJI 
IZRAŽANJA GENA FOXP3 
Ker smo konsistentno najbolj zanesljive in najboljše rezultate dobili pri aktivaciji s sgRNA 
iz regij Core in Cage1, smo se odločili podrobneje preveriti katere sgRNA znotraj teh regij 
najbolj doprinesejo k izražanju gena FOXP3. Podobno kot pri poskusu s kombinacijami 
sgRNA iz različnih regij, smo želeli preizkusiti kombinacije posameznih sgRNA znotraj 
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preveriti ali je bolje aktivirati regijo z več različnimi ali z eno samo sgRNA. Poskus smo 
izvedli v bioloških triplikatih. 
Pri poskusu z biološkimi triplikati, smo ob aktivaciji z različnimi sgRNA za regijo Cage1 
dobili najvišje povišanje izražanja v celicah, v katere smo vnesli sgRNA 18. Vse 
kombinacije, ki so imele obenem prisotno sgRNA 18, so imele višje izražanje gena FOXP3 
od ostalih kombinacij. Najvišje povišanje izražanja smo dobili ob kombinaciji sgRNA 16 
in sgRNA 18, ki je bilo celo višje od aktivacije z vsemi sgRNA za Cage1 regijo. Kljub 
temu sgRNA 16 v kombinacijah z drugimi sgRNA ni imel tako velikega vpliva na 
izražanje gena FOXP3, kot v kombinaciji s sgRNA18. K aktivaciji je najmanj prispevala 
sgRNA 19 (slika 26).  
 
Slika 26: Izražanje gena FOXP3 po transfekciji s sgRNA za regijo Cage1. Poskus je bil izveden v 
bioloških triplikatih in RNK izolirana iz vzorcev 48h po transfekciji. Rezultati so podani s standardnimi 
odkloni. 
Poskus z biološkimi triplikati smo prav tako ponovili za posamezne sgRNA znotraj Core 
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Najvišje povišanje izražanja gena FOXP3 smo dobili pri transfekciji celic s sgRNA1 in 
sgRNA2, pri katerih smo, kljub variabilnosti rezultatov, dobili višje povišanje, kot ob 
transfekciji s sgRNA 3 in sgRNA 4.  
 
Slika 27: Izražanje gena FOXP3 po transfekciji s sgRNA za regijo Core. Poskus je bil izveden v 
bioloških triplokatih in RNK izoliran iz vzorcev 48h po transfekciji. Rezultati so podani s standardnimi 
odkloni. 
Za potrditev izbora najboljših sgRNA, smo izvedli poskus z biološkimi triplikati za vsako 
posamezno sgRNA znotraj regij Core in Cage1 (slika 28). Konsistentno s prejšnjimi 
poskusi, smo tudi tokrat izmed posameznih sgRNA dobili najboljše rezultate pri aktivaciji 
s sgRNA 18. Znotraj sgRNA za Core promotor smo znova dobili najboljše rezultate pri 
transfekciji s sgRNA 1 in sgRNA 2.  
Visoko povišanje izražanja smo prav tako dobili pri transfekciji z vsemi sgRNA za regiji 
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Slika 28: Spreminjanje izražanja FOXP3 po transfekciji s sgRNA iz Core in Cage 1 regij.  
Ko smo imeli izbrane najboljše sgRNA konstrukte za aktivacijo izražanja, nas je nadalje 
zanimalo ali dobimo višje povišanje izražanja gena FOXP3 ob aktivaciji zgolj ene regije 
ali če aktiviramo hkrati dve regiji. Izbrane sgRNA iz Core in Cage1 regij smo zato 
transfecirali v HEKT293 celice posamezno ter v kombinacijah. Najvišje povišanje 
izražanja smo dosegli pri transfekciji s sgRNA 18 in pri transfekciji z vsemi izbranimi 
sgRNA (sgRNA 1, sgRNA 2, sgRNA 17, sgRNA 18). Ponovno smo dobili višje povišanje 
izražanja pri kombinacijah, ki so vsebovale sgRNA 18. Vendar so bili rezultati kljub temu 
boljši pri vzorcih v katere smo transfecirali samo plazmidno DNK za sgRNA 18. 
Manjšanje količine vnešene plazmidne DNK za sgRNA 18 tako zmanjša aktivacijo gena 
FOXP3. Le pri kombinaciji vseh sgRNA smo dobili primerljivo aktivacijo (slika 29).  
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4.5 PREGLED IZRAŽANJA TARČNIH GENOV PO AKTIVACIJI TRANSKRIPCIJE 
FOXP3 
Na koncu nas je zanimalo ali je FOXP3 ob ponovni aktivaciji sposoben nadalje aktivirati 
njegove tarčne gene, katerih izražanje ta nadzoruje. Na podlagi literature smo izbrali 
najpomembnejše tarče gena FOXP3 ter preverili ali jim ta zniža ali zviša izražanje (Sadlon 
in sod., 2010). Nato smo transfecirali HEK293T celice samo s sgRNA18, pri katerem smo 
konsistentno dobili visoko povišanje izražanja FOXP3, ter za kontrolo uporabili celice 
transfecirane z rnd sgRNA (slika 30). 
 
Slika 30: Sprememba izražanja tarčnih genov TF FOXP3. Spremembo izražanja smo  merili po 
transfekciji HEK293T celic s sgRNA 18 ter normalizirali na vzorce transfecirane s rnd sgRNA. Za kontrolni 
gen smo uporabili GAPDH2. Z zeleno so označeni geni, katerih sprememba izražanja se ujema s funkcijo 
FOXP3 (ali poviša ali zmanjša izražanje tarčnega gena), medtem ko so z rdečo označeni geni, katerih 
sprememba izražanja se ne ujemajo s pričakovanim učinkom FOXP3 na te gene (aktivacija ali represija). Z 
modro so označeni geni katerih ustreznost spremembe nismo zmogli določiti zaradi variabilnosti med 
rezultati. 






















sprememba izražanja  
61 
 
Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  




Ker so spremembe izražanja nekaterih genov izredno majhne glede na vzorce transfecirane 
z rnd sgRNA (SATB1,  IKZF2, NFIL3, ID2, TIGIT in NELL2), smo se odločili na rezultatih 
izvesti Studentov  t-test z dvema repoma, da preverimo ali so rezultati med sabo statistično 
značilni.  
Za ničelno hipotezo (H0) smo postavili trditev: 
H0 :   µsgRNA 18  - µrnd = 0      Povprečna sprememba izražanja gena je enaka med vzorci 
transfeciranimi s sgRNA 18 in vzorci transfeciranimi z rnd sgRNA 
H0 zavrnemo pri α = 0.05. Kritična vrednost za Studentovo porazdelitev pri α = 0.05 in 
stopnji prostosti 4 je 2.78 .  
V preglednici 20 so predstavljene izračunane t-vrednosti in p-vrednosti sprememb 
izražanja posameznega gena. Na podlagi zastavljene kritične vrednosti smo zavrgli ničelno 
hipotezo le pri genu NELL2, torej zanj lahko trdimo, da se s tveganjem manjšim od 0.05  
gen v povprečju bolj izraža v celicah, ki so bile transfecirane s sgRNA 18, kot v celicah 
transfeciranih z rnd sgRNA. Preostali geni se skladajo z ničelno hipotezo in torej ne 
moremo trditi, da je FOXP3 vplival na njihovo izražanje.    
Preglednica 20: Izračunana t-vrednost in p-vrednost 
Gen T-vrednost p-vrednost Kritična vrednost 
SATB1 1.81 0.144 2.78 
IKZF2 0.45 0.931 2.78 
NFIL3 0.81 0.781 2.78 
ID2 0.19 0.856 2.78 
TIGIT 0.85 0.442 2.78 
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5.1 IZBOR NAJPRIMERNEJŠIH OLIGONUKLEOTIDOV ZAČETNIKOV ZA 
MERJENJE SPREMEMBE IZRAŽANJA FOXP3 
Za računanje spremembe izražanja gena FOXP3 s primerjalno Ct metodo smo potrebovali 
vsaj štiri različne podatke: potrebovali smo vrednosti Ct za gen FOXP3 ter Ct vrednosti za 
kontrolni gen, katerega izražanje se po dodatku aktivatorjev transkripcije ne bi smelo, 
oziroma bi se moralo minimalno spremeniti. Obe Ct vrednosti smo morali dobiti za vzorce, 
katere smo transfecirali z našimi sgRNA/dCas9 konstrukti, ter za kontrolne vzorce, katere 
nismo transfecirali z aktivatorji transkripcije.  
5.1.1 Izbor oligonukleotidov začetnikov za kontrolni gen 
Pogoja, ki ju je moral izpolnjevati naš kontrolni gen, sta bila prvič: minimalna variabilnost 
v izražanju med različnimi vzorci ter drugič: minimalna sprememba v izražanju med 
tretiranimi (transfekcija s plazmidi za sgRNA in dCas9 konstrukte) in netretiranimi vzorci 
(negativne kontrole). Ker smo v naših poskusih vedno preračunali količino dodane cDNK 
tako, da je bila končna masa cDNK v vsaki reakcijski mešanici enaka (1µg), so morale 
pridobljene Ct vrednosti našega optimalnega kontrolnega gena biti med različnimi vzorci 
čim bolj enake, tako pri tretiranih kot tudi netretiranih vzorcih. Kot dodatni pogoj, ki so mu 
morali zadostiti oligonukleotidi začetniki za kontrolni gen, je bila njihova specifičnost 
pomnoževanja. Za preverjanje tega smo vzorce po qPCR preverili na agarozni gelski 
elektroforezi, pri čemer smo pri specifičnih oligonukleotidih pričakovali zgolj eno 
pomnoženo liso (priloge D, E, F, G, H, I, J). 
Pri iskanju kontrolnih genov smo po pregledu literature za začetni izbor pristali na uporabo 
treh znanih in dobro okarakteriziranih kontrolnih genov, katerih izražanje se ne bi smelo 
spremeniti po transfekciji z našimi konstrukti: GAPDH, SDHA in RPL13A. Gre za tako 
imenovane vzdrževalne gene (angl. housekeeping genes), ki so konstatno izraženi v vseh 
celicah organizma ter so potrebni za opravljanje osnovnih celičnih funkcij. Gen GAPDH  
kodira protein gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo, ki je encim v glikolizi in je vključen v  
metabolizem glukoze. SDHA kodira A podenoto sukcinat dehidrogenaze, ki je encim 
dihalne verige na mitohondriju. RPL13A kodira protein L13 60S ribosomske podenote 
(Silver in sod., 2006; Mane in sod., 2008).  
Za namen preizkušanja oligonukleotidov začetnikov za kontrolne gene smo transfecirali 
HEK293T celic z različnimi kombinacijami plazmidov za dCas9 in sgRNA ter kontrolnimi 
transfekcijami (plazmid za sgRNA z naključno sestavljeno vodilno sekvenco, samo 
plazmid za Cas9 protein ali samo plazmid za YFP). Za kontrolo smo prav tako uporabili 
netransfecirane HEK293T celice. Izolirano RNK smo pripravili za reakcijo qPCR z vsemi 
izbranimi začetnimi oligonukleotidi. Uporabili smo RPL13A_F1, RPL13A_R1, 
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SDHA_F1, SDHA_R1, SDHA_F2, SDHA_R2, GAPDH_F1, GAPDH_R1, GAPDH_F2 in 
GAPDH_R2 (preglednica 8). Izmed teh smo na podlagi pridobljenih Ct vrednosti iz večih 
qPCR poskusov za nadaljno analizo uporabili oligonukleotide RPL13A F1 in R1, SDHA 
F1 in R1 ter GAPDH F2 in R2. Te smo analizirali s programom Normfinder, ki s 
statistično obdelavo Ct vrednosti razvrsti kontrolne gene glede na stabilnost izražanja. 
Kljub majhnim razlikam v variaciji, je obdelava s programom Normfinder za 
najprimernejša oligonukleotida izbrala SDHA F1 in R1, saj so Ct vrednosti med vzorci 
najmanj variirale (priloga C). Po dodatnih poskusih, kjer smo preverjali občutljivost 
posameznih oligonukleotidov za kontrolne gene, smo za najprimernejša izbrali 
oligonukleotidna para SDHA F1 in R1 ter GAPDH F2 in R2, saj smo ob njuni uporabi 
izračunali veliko višje povišanje izražanja FOXP3 kot ob uporabi oligonukleotidov za 
RPL13A  na istih vzorcih (slika 21), zaradi česar smo lahko lažje določili razlike med 
uporabo različnih sgRNA.    
5.1.2 Izbor oligonukleotidov začetnikov za gen FOXP3 
Za začetek nas je, podobno kot pri kontrolnih genih, zanimala specifičnost 
oligonukleotidov za izražanje FOXP3 gena. Nespecifičnost oligonukleotidov je bila lahko 
posledica nespecifične vezave oligonukleotidov, kontaminacije oligonukleotidov ali tvorbe 
alternativnih spojitvenih variant. Po uvodnih poskusih smo se odločili nadaljevati z 
oligonukleotidi, ki prilegajo na eksona 1 in 2 (h_FOXP3 ex 1-2), eksona 4 in 5 (h_FOXP3 
ex 4-5) ter eksona 10 in 11 (h_FOXP3 ex 10-11) gena FOXP3, saj so se te izkazali za 
specifične in občutljive (priloge D, E, F, G, H, I, J).  
Nadalje nas je zanimalo ali pri uporabi različnih oligonukleotidov za FOXP3 na istih 
vzorcih izračunamo različno spremembo izražanja FOXP3. Rezultati pridobljeni iz qPCR 
so pokazali določeno mero variabilnosti ob uporabi različnih začetnih oligonukleotidov za 
FOXP3 na istih vzorcih (slika 21). Medtem ko smo pri uporabi h_FOXP3 ex 1-2 in 
h_FOXP3 ex 4-5 izračunali najvišje povišanje izražanja FOXP3 pri ciljanju CNS3 regije, 
smo ob uporabi h_FOXP3 ex 10-11 dobili najvišje povišanje pri ciljanju regije Cage1. 
Zaradi razlik med rezultati nismo mogli zagotovo določiti kateri oligonukleotidi za gen 
FOXP3 so najbolj primerni za uporabo.  
Eden od možnih razlogov za opaženo variabilnost med različnimi pari oligonukleotidov in 
izračaunani spremembi izražanja mRNA gena FOXP3 je lahko prisotnost alternativno 
izrezovalnih variant. Glede na zadnjo anotacijo genoma v genomski bazi ENSEMBL 
(http://www.ensembl.org) ima ta gen 4 različne spojitvene variante, ki vodijo v različne 
izoforme proteina (Aarts-Riemens in sod., 2008). Možno je, da smo z vplivanjem na 
različna regulatorna mesta tudi diferencialno vplivali na sestavo in količino posameznih 
alternativno izrezovalnih variant. To je lahko v končni fazi povzročilo, da smo pri pri 
uporabi različnih oligonukleotidov na istih vzorcih izračunali različno spremembo 
izražanja skupne mRNA za FOXP3. 
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Kljub temu smo pri uporabi vseh treh oligonukleotidov izračunali nespremenjeno izražanje 
FOXP3 pri vzorcih iz celic po kontrolni transfekciji, povišanje izražanja pri vzorcih 
transfeciranih s sgRNA in dCas9:VPR ali dCas9:VP16 ter znižanje izražanja ob uporabi 
sgRNA in dCas9:KRAB, zaradi česar smo sklepali o njihovi primernosti za računanje 
spremembe izražanja FOXP3. Prav tako smo lahko že na podlagi pridobljenih rezultatov iz 
nadaljnih poskusov izločili sgRNA za regije CNS2 in Cage2, pri katerih smo ob uporabi 
vseh oligonukleotidov dobili nizko povišanje izražanja (slika 21). 
5.2 IZBOR sgRNA, KI NAJBOLJ DOPRINESEJO K POVIŠANJU IZRAŽANJA FOXP3 
5.2.1 Uporaba sgRNA iz posameznih regij za aktivacijo izražanja FOXP3 
Kljub razlikam med rezultati, smo že med poskusi za izbor oligonukleotidov za merjenje 
izražanja FOXP3 dobili namige o regijah, katerih aktivacija močneje poviša izražanje 
FOXP3 (slika 21). Omejili smo se na sgRNA za regije Core, CNS1, CNS3 in Cage1. Da bi 
z zanesljivostjo lahko trdili katere regije je bolje ciljati za aktivacijo izražanja, smo izvedli 
poskus pri katerem smo kombinirali sgRNA iz več regij hkrati ter sočasno za vsako regijo 
posamezno. Pri tem smo sklepali, da bomo ob transfekciji celic s kombinacijo optimalnih 
sgRNA dosegli višje povišanje  izražanja FOXP3 kot pri kombinacijah manj ustreznih 
sgRNA. Rezultate iz vzorcev transfeciranih s kombinacijami sgRNA iz večih regij bi 
nadalje primerjali z rezultati iz vzorcev transfeciranimi s sgRNA iz posamezne regije. 
Pričakovali smo, da bodo sgRNA iz regij, ki najbolj doprinesejo k povišanju transkripcije 
gena FOXP3, odražale svojo moč aktivacije  tako posamezno kot v kombinaciji z drugimi 
regijami. Prav tako smo pričakovali, da bodo močne regije skupaj privedle do močnejše 
aktivacije izražanja, kot kombinacije šibkih regij.  
Na podlagi prvotnih rezultatov (slika 22) smo lahko z precejšnjo zanesljivostjo razvrstili 
preizkušane sgRNA v vrstnem redu po moči aktivacije izražanja FOXP3. Rezultate smo 
dodatno preverili s poskusi na bioloških triplikatih (slika 25).  
Najvišjo aktivacijo izražanja FOXP3 smo dosegli s ciljanjem regije Cage1. Na drugem 
mestu je najbolj k aktivaciji prispevalo ciljanje glavnega (Core) promotorja gena FOXP3, 
čeprav smo v nekaterih primerih dobili primerljivo ali višje povišanje izražanja pri ciljanju 
regije CNS3.  
Najmanjše povišanje smo dosegli pri ciljanju regij Cage2 in CNS2. Znano je, da je regija 
CNS2 v celicah, z izjemo v Treg, hipermetilirana (Zheng in sod., 2010). Prav tako je 
znano, da je za stabilno in dolgotrajno izražanje gena FOXP3 in posledično diferenciacijo 
v Treg pomembna demetilacija regije CNS2, kar omogoči vezavo zanjo specifičnih 
transkripcijskih dejavnikov (CREB-ATF, Stat5, Stat3, CREB-ATF, FOXP3). Nizko 
povišanje izražanja gena FOXP3 ob ciljanju CNS2 je zato lahko posledica metiliranosti 
regije, zaradi česar, kljub močnemu aktivatorju transkripcije VPR, nismo uspeli aktivirati 
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izražanja. Druga možnost je, da aktivacija CNS2 ni pomembna pri iniciaciji izražanja in 
ima ta regija vlogo zgolj pri vzdrževanju stabilne ekspresije ter ne vpliva na moč 
transkripcije. Kot smo omenili v poglavju pregled literature, sta za diferenciacijo celic v 
Treg potrebna tako močna, kot tudi dolgotrajna TCR signalizacija. V celicah, ki le 
kratkotrajno vzdržijo TCR signalizacijo, se ne vzpostavijo primerne epigenetske 
modifikacije, zaradi česar so takšne celice bolj nagnjene k diferenciaciji iz Treg v druge 
skupine T limfocitov. Možen problem pri diferenciaciji celic v Treg bi zaradi tega bila 
ohranjena metilacije CNS2 regije. Kot smo pokazali, je kljub močni aktivaciji izražanja 
transkripcija FOXP3 po nekaj dneh upadla in po šestih dneh prišla že skoraj na raven 
netransfeciranih celic. Ker pa je za diferenciacijo v Treg in vzdrževanje Treg fenotipa  
potrebno konstantno izražanje FOXP3, bi na takšen način diferencirane celice bile 
nestabilne in nagnjene k izgubi imunosupresivnega fenotipa. 
V preteklosti so se raziskave za aktivacijo izražanja genov pogosto omejile na ciljanje 
glavnega promotorja ali genskih regij blizu njega. Tudi nekatere nedavne raziskave s 
sistemom CRISPR/dCas9 so se še poslužile podobnega pristopa k aktivaciji izražanja 
tarčnih genov (Didovyk in sod., 2016). Presenetljivo pri rezultatih iz naših poskusov je 
dejstvo, da smo najvišjo aktivacijo izražanja dosegli s ciljanjem regije Cage1, ki je precej 
oddaljena od glavnega promotorja gena FOXP3. Rezultati se ujemajo z nedavnimi 
raziskavami celotnih genomov, ki so pokazale, da večina evkariontskih genov za svoje 
izražanje izrablja genske elemente, ki niso del glavnega promotorja in ki lahko povsem 
nadomestijo vlogo glavnega promotorja ali pa delujejo v kombinaciji z njim (Roy in 
Singer, 2015). Cage1 po vsej verjetnosti deluje kot zgornji ojačevalni element  gena 
FOXP3, ki pomembno prispeva k iniciaciji izražanja FOXP3, kar se je videlo po tem, da 
smo dobili visoko povišanje izražanja, ko smo pripeljali aktivator transkripcije VPR v 
njegovo bližino. Kljub temu pa Cage1 ni edini element, ki prispeva k izražanju FOXP3, 
kar se je prav tako videlo pri naših rezultatih.   
Prav naša raziskava tako dokazuje, da osrednji promotor ni vedno nujno najboljša izbira ter 
da je potrebno za optimalno in učinkovito povišanje izražanja pregledati in preizkusiti tudi 
druge regulatorne regije, ki pa se lahko od gena do gena razlikujejo. Pri iskanju teh regij je 
lahko trenutno močno orodje metoda CAGE (Radzisheuskaya in sod., 2016), kar se je 
izkazalo tudi pri naših poskusih.  
Smiselno bi bilo ponoviti poskuse na T celicah ter v njih preveriti  stabilnost izražanja 
FOXP3 po aktivaciji z dCas9:VPR, saj je njihov epigenom veliko bolj podoben Treg 
epigenomu, kot epigenom HEK293T celic. Tej teoriji v prid govorijo tudi raziskave, kjer 
so pod konstitutivnim promotorjem v T celice vnesli gen FOXP3, pri čemer so te pridobile 
imunosupresivni fenotip značilen za Treg (Hori in sod., 2003).   
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5.2.2. Iskanje posameznih sgRNA za aktivacijo izražanja FOXP3 
Pri preverjanju posameznih sgRNA, ki najbolj doprinesejo k aktivaciji izražanja FOXP3, 
se je najbolje izkazala sgRNA 18, ki cilja mesto znotraj regije Cage1. V najboljših 
primerih smo z uporabo sgRNA 18 dosegli do 80 kratno povišanje izražanja, v primerjavi s 
kontrolami. Iz Core promotorja se je najbolje izkazala sgRNA 1.  
Želeli smo prav tako preveriti ali močneje aktiviramo izražanje z vnosom velike količine 
plazmida za samo eno sgRNA molekulo ali je bolje hkrati ciljati več različnih regij. 
Vendar zaradi variabilnosti v rezultatih nismo uspeli priti do končne ugotovitve. V 
splošnem se je za bolj zanesljivo izkazalo uporabiti zgolj eno samo sgRNA, ki močno 
aktivira izražanje, saj smo pri tem konstatno dobivali visoko povišanje izražanja. V 
nekaterih primerih smo dobili višje povišanje pri uporabi več različnih sgRNA, kot zgolj 
ene močne. Vendar rezultatov nismo mogli potrditi ob ponovitvi poskusa.  
Na videz se rezultati tudi niso enostavno seštevali. Na primer pri transfekciji celic s 
kombinacijo sgRNA 1 in RNA 18, ki sta sami po sebi najbolj povišali izražanje FOXP3, 
smo dobili nižjo aktivacijo izražanja kot pri kombinaciji sgRNA 18 z relativno šibkejšo 
sgRNA 17. V istem poskusu smo hkrati dobili najvišje povišanje pri uporabi zgolj sgRNA 
18 (slika 29).  
Variabilnost med rezultati je lahko posledica večih razlogov. Na količino v celicah 
prisotnih konstruktov sgRNA/dCas9 je nedvomno vplivala uspešnost transfekcije, oziroma 
vnosa plazmidov za naše konstrukte v celice. Ker nismo pri vsakem poskusu upoštevali 
uspešnosti transfekcije, kar bi lahko preverjali z merjenjem izražanja mCitrine, ki smo ga 
dodajali v naše transfekcijske mešanice, nismo uspeli izračunanih rezultatov normalizirati 
na uspešnost transfekcije, s čimer bi lahko bolj natančno med sabo primerjali rezultate iz 
različnih poskusov. Drugi proces, ki vpliva na variabilnost med poskusi, je razgradnja 
sgRNA znotraj celic ter uspešnost tvorbe kompleksov sgRNA/dCas9. Raziskave so 
pokazale, da Cas9 ne veže zgolj sgRNA temveč lahko nespecifično veže tudi druge v celici 
prisotne molekule RNA. Hkrati pa vezava sgRNA na Cas9 ščiti le te pred razgradnjo, 
zaradi česar ostanejo več časa aktivne v celicah, če so vezane na dCas9 (Mekler in sod., 
2016). Tvorba aktivnih konstruktov sgRNA/dCas9 je tako lahko bila odvisna od vrste ter 
količine drugih molekul RNA znotraj celic ter razmerja plazmidov za dCas9 in sgRNA, ki 
smo jih (uspešno) transfecirali v celice. A točno določiti koliko je vsak omenjen proces 
prispeval k variabilnosti naših rezultatov je za nalogo tega nivoja izredno težko in 
nepraktično.     
Kljub razlikam v rezultatih smo izmed naših sgRNA uspeli določiti ožji izbor tistih, ki 
najbolj povišajo izražanje FOXP3. V prihodnje bi bilo zanimivo prav tako preveriti ali 
obstaja razlika med močjo povišanja izražanja ter stabilnostjo izražanja pri ciljanju 
različnih regij. Na primer, najvišje povišanje izražanja smo dosegli s ciljanjem regije 
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Cage1, a bi morda dobili dolgotrajnejše, čeprav nižje, povišanje izražanja pri ciljanju 
kakšne druge regije. Ker je stabilnost izražanja FOXP3 ključnega pomena za diferenciacijo 
v Treg, bi to možnost bilo smiselno preveriti.   
5.3 ANALIZA IZRAŽANJA FOXP3 TARČNIH GENOV PO AKTIVACIJI IZRAŽANJA 
FOXP3 
Zaradi velikega števila tarčnih genov proteina FOXP3 je težko narediti temeljiti pregled 
celotnega ekspresijskega profila celic, po aktivaciji izražanja. Zato smo se izmed 739 




Treg celicami, po 
pregledu literature osredotočili na tiste, katerih sprememba izražanja po aktivaciji FOXP3 
je dobro raziskana ter so pomembni za imunosupresivno delovanje Treg celic. Celice 
HEK293T smo za namen preverjanja spremembe izražanja od FoxP3 tarčnih genov 
transfecirali z dCas9:VPR in sgRNA18, pri katerem smo konsistentno dobili visoko 
povišanje izražanja FOXP3. Po izolaciji RNA in prepisu v cDNA smo izvedli RT-PCR z 
oligonukleotidi začetniki za gene prikazane na sliki 30 ter za kontrolni gen GAPDH 
(oligonukleotida GAPDH F2 in GAPDH R2), ki smo ga uporabili za izračunanje 
spremembe izražanja. Z oligonukleotidoma FOXP3 F8 in R8 smo prav tako preverili, če 
smo zares aktivirali izražanje FOXP3. V analizi smo uporabili tako gene, katerih izražanje 
FOXP3 aktivira kot tudi takšne, katerih izražanje utiša (Sadlon in sod., 2010).   
Izmed genov, katerih izražanje FOXP3 aktivira, smo opazili veliko povišanje pri tarčnih 
genih PI16, CTLA-4, IL2RA in PTPRC (slika 30). CTLA-4 je površinski receptor, s 
pomočjo katerega Treg celice izvršujejo svojo imunosupresivno vlogo preko direktnega 
kontakta z ligandi na drugih celicah (Schmidt in sod., 2012).  IL2RA je A podenota 
receptorja za citokin IL-2, ki ima pomembno vlogo pri razvoju in rasti Treg celic. 
Povečanje količine IL2RA na svoji površini naredi Treg celice občutljivejše na IL-2 
signalizacijo. Raziskava Sadlon in sod. (2010) je pokazala močno povečanje izražanja 
peptidaznega inhibitorja 16 (PI16) na površini nTreg celic. Čeprav PI16 ni direktna tarča 
od FOXP3, avtorji sklepajo, da je njegovo izražanje aktivirano z eno izmed tarč proteina 
FOXP3 in je posledično njeno izražanje prav tako povišano ob aktivaciji FOXP3. Malo je 
znanega o točni funkciji površinskega proteina PI16, vendar so kljub temu nekatere 
raziskave poročale o njegovi sposobnosti zaviranja rasti drugih celic, kar bi se skladalo s 
supresivnim delovanjem Treg (Sadlon in sod., 2010). Protein tirozin fosfataza tipa C 
(PTPRC, označena tudi cluster of differentiation 45; CD45) je površinski receptor, ki je 
vključen v regulacijo večih signalizacijskih poti, med drugim celično rast, celični cikel ter 
onkogeno transformacijo. PTPRC signalizacija je prav tako vključena v razmnoževanje 
Treg celic, preko aktivacije transkripcijskega faktorja NFAT. Raziskava Camiranda in sod. 
(2014) na miškah je pokazala, da je vezava anti-CD45 protiteles na CD45 zadosten signal 
za aktivacijo in povečanje števila nTreg in vivo. Aktivacija izražanja PTPRC s FOXP3 
(Sadlon in sod., 2010) je tako pomembna za občutljivost na signalizacijo vključeno v 
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proliferacijo Treg celic. Med drugimi preverjenimi geni, katerih izražanje aktivira FOXP3, 
se je sprememba izražanja ujemala še s CD79A in PKDIL3.  
Nekatera izračunana povišanja so bila tako majhna, da se ne da zares trditi ali so rezultati 
posledica dejanskega povišanja ali pa gre za naključni dogodek ter napako pri računanju. 
Pri nekaterih genih smo dobili povišanje izražanja (IL-2, IRF8, SAT1, SATB1 in NELL2), 
kljub temu da FOXP3 utiša njihovo izražanje. Poleg tega je bila variabilnost med rezultati 
pri nekaterih genih prevelika (STAP1, IL6R, SHC4), da bi lahko določili ali smo dobili 
aktivacijo ali utišanje izražanja. Da bi preverili ali so pridobljeni rezultati statistično 
značilni, smo se odločili izvesti t-test za gene, pri katerih smo dobili majhne spremembe 
izražanja, torej gene  SATB1, IKZF2, NFIL3, ID2, TIGIT in NELL2.  Pri 95-odstotnem 
intervalu zaupanja smo našo ničelno hipotezo, torej da izražanje gena ni spremenjeno po 
transfekciji celic s sgRNA 18, v primerjavi s celicami transfeciranimi z rnd sgRNA, zavrgli 
le za gen NELL2. Za preostale gene tega ne moremo trditi, oziroma ni statistično značilne 
razlike med izražanjem gena v celicah transfeciranih s sgRNA 18 in celicah transfeciranih 
z rnd sgRNA. 
Možnih razlogov za nespremenjeno izražanje od FOXP3 tarčnih genov je več. Prvi 
pomemben premislek je, da smo poskuse izvajali na celicah HEK. Te so po strukturi 
izražanja genov relativno različne od T celic, kar med drugim pomeni, da vsebujejo 
različne epigenetske modifikacije. Geni, katerih izražanje vodi FOXP3, se zato morda ne 
morejo izražati, ker je struktura kromatina ali metilacija DNK v celicah HEK takšna, da 
FOXP3 ne more priti v njihovo bližino ali se vezati na DNK. Prav tako, kot smo že 
omenili, FOXP3 pogosto ne vodi izražanja tarčnih genov sam, temveč pri tem sodeluje z 
drugimi celičnimi proteini. Če teh proteinov v celici ni prisotnih, kar je prav tako lahko 
posledica značilnih epigenetskih modifikacij, se prav tako ne morejo prepisovati od 
FOXP3 tarčni geni. Nadaljni razlog, da nismo dobili spremembe izražanja od FOXP3 
tarčnih genov bi lahko bil naš pristop k zastavitvi poskusa. Prisotnost nekaterih proteinov 
je lahko v celicah časovno pogojeno. Ker smo za našo analizo izolirali RNK le v eni 
časovni točki, 48h po transfekciji, ne moremo trditi ali tarčni geni niso bili aktivirani šele 
po kasnejšem času. Morda nekateri od genov, pri katerih nismo zasledili sprememb 
izražanja, potrebujejo dalj časa, da se ob kaskadi reakcij začnejo v celicah izražati. Analizo 
izražanja od FOXP3 tarčnih genov bi zato lahko izboljšali z izolacijo RNK v večih 
časovnih točkah po transfekciji ter spremljanju časovnega spreminjanja izražanja genov.  
S prvotnimi poskusi, kjer smo aktivirali izražanje FOXP3, smo tako pokazali določeno 
mero ujemanja izražanja ključnih FOXP3 tarčnih genov v HEK293T celicah, z izražanjem 
v Treg celicah. Ker poskus ni bil ponovljen ter preverjen s pozitivnimi kontrolami (cDNA 
pridobljen iz nTreg celic), ne moremo rezultatov primerjati z rezultati pridobljenimi iz 
Treg celic. Zlasti pri genih kjer je bila sprememba izražanja nizka (NELL2, TIGIT, ID2, 
STAP1, NFIL3, IKZ2, SATB1) je težko trditi ali smo zares dobili spremembo izražanja. 
Kljub temu nas močno povišanje izražanja nekaterih ključnih genov (CTLA4, IL2RA, 
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PTPRC in PI16) napotujejo na to, da je aktivacija izražanja FOXP3 s sgRNA/dCas9:VPR 
sistemom zmožna privesti do spremembe izražanja nekaterih genov značilnih za Treg ter 
morda celo pridobitev Treg imunosupresivnega fenotipa. Rezultati so zlasti obetavni, če 
upoštevamo, da so bili poskusi izvedeni na HEK293T celicah, ki so sorodstveno veliko 
bolj oddaljene od Treg celic, kot na primer krvne celice. Sklepamo lahko, da bi bile 
spremembe izražanja genov po aktivaciji FOXP3 bolj podobne tistim v Treg, če bi bili 
poskusi izvedeni na drugih skupinah T limfocitov ter bi morda celo privedlo do stabilne 
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Aktivacija izražanja gena FOXP3 s sgRNA in dCas9:VPR sistema se je izkazala za 
uspešno in močno orodje. V optimalni sestavi sgRNA in ob uspešni transfekciji smo uspeli 
povišati izražanje gena v HEK293T celicah do 100 krat, v primerjavi z netransfeciranimi 
celicami. Najboljše rezultate smo dobili pri usmerjanju dCas9:VPR proteina s sgRNA na 
mesto osrednjega (Core) promotorja gena FOXP3 ter regijo Cage1. Izmed sgRNA, ki 
ciljajo regijo Cage1, smo najvišje povišanje pridobili ob uporabi sgRNA 18. Izmed 
sgRNA, ki ciljajo promotor gena FOXP3, smo najvišje povišanje dobili ob uporabi sgRNA 
1. V splošnem smo s ciljanjem regij Core, CNS1, CNS3 in Cage1 uspeli aktivirati 
izražanje gena FOXP3.  
Analiza izražanja genov v HEK293T celicah po aktivaciji transkripcije FOXP3 je pokazala 
določeno mero ujemanja profila izražanja genov pri Treg celicah, vendar ne povsem. Več 
razlogov lahko pojasni delni uspeh. Morda najpomembnejše je, da najverjetneje zgolj 
FOXP3 sam po sebi ni sposoben popolnoma pretvoriti celice v Treg fenotip. Kljub temu, 
da je ključni regulator izražanja genov, povezanih s Treg fenotipom, po vsej verjetnosti ni 
edini, ki prispeva k njihovi diferenciaciji. Kot smo že pokazali v uvodu, so nedavne 
raziskave že pokazale nujnost izražanja drugih transkripcijskih faktorjev za stabilno 
diferenciacijo v Treg. Prihodnji poskusi bi zato dobili boljše rezultate ob poskusu 
aktiviranja izražanja večih genov, poleg FOXP3. Kot obetavne tarče za aktivacijo v 
kombinaciji s FOXP3 bi morda bili transkripcijski faktorji Eos, IRF4, GATA-1, Lef1 in 
Satb1, za katere so Fu in sod. (2012) predlagali, da so, poleg FOXP3, nujni za 
diferenciacijo v Treg. Prav tako bi bilo vredno raziskati vlogo proteina c-Rel, njegovo 
delovanje in njegovo aktivacijo, zaradi ključne vloge, ki jo igra v aktivaciji izražanja gena 
FOXP3 ter demetilaciji CNS2 regije.  
Specifične epigenetske modifikacije lahko tudi preprečujejo dostop proteinu FOXP3 do 
nekaterih njegovih tarčnih genov. Kot smo že omenili, je za stabilno izražanje gena 
FOXP3 potrebna demetilacija regulatorne regije CNS2 znotraj FOXP3. Z našimi poskusi 
nismo uspeli preveriti, če je CNS2 regija demetilirana tudi po aktivaciji izražanja FOXP3. 
V primeru da zgolj kratkotrajna aktivacija izražanja FOXP3 ne privede do demetilacije 
CNS2, bi bilo smiselno poskusiti podaljšati čas aktivacije ali poskusiti aktivirati večrat. V 
poglavju pregled literature smo pokazali, da je za stabilno pretvorbo v Treg pomembna 
tako jakost kot tudi dolžina TCR signalizacije. Zlasti slednja je odgovorna za demetilacijo 
ključnih regij gena FOXP3, zaradi česar bi bilo smiselno raziskati kateri procesi se sprožijo 
ob dolgotrajni TCR signalizaciji ter pri tem odkriti ključne proteine, vpletene v 
vzpostavitev primernih epigenetskih modifikacij. Kombinacija aktivacije FOXP3 in 
proteinov vpletenih v epigenetske modifikacije bi zato morda dodatno prispevala k 
diferenciaciji v Treg celice.  
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Prav tako bi bilo smiselno preizkusiti sposobnost FOXP3 proteina diferenciranja celic v 
Treg na celicah, ki so linijsko bližje Treg celicam, saj so te morda bolj nagnjene k 
diferenciaciji v Treg kot HEK293T celice. Ker se Treg razvijejo iz naivnih CD4
+ 
T celic, bi 
bilo morda smiselno aktivirati FOXP3 v teh ali drugih CD4
+ 
T celicah. Ob uspehu na teh, 
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Regulatorne celice T (Treg) so podpopulacija celic T, ki imajo znano imunosupresivno 
vlogo v telesu in kot take prispevajo k vzdrževanju imunske tolerance. Za diferenciacijo 
timocitov v celice Treg je potrebno stabilno izražanje transkripcijskega faktorja FOXP3, ki 
vodi izražanje številnih genov, nujnih za imunosupresivno delovanje Treg. Za stabilno 
izražanje gena FOXP3 je potrebna vezava večih regulatorjev transkripcije na regulatorne 
regije gena FOXP3; regijo glavnega promotorja, CNS1, CNS2, CNS3 ter ojačevalni 
element navzgor od mesta začetka transkripcije. Šibko izražanje FOXP3 ter mutacije 
znotraj gena lahko privedejo do razvoja hudih avtoimunskih bolezni, kot na primer 
sindroma IPEX ter diabetesa tipa 1.  
Aktivacija izražanja FOXP3 se potencialno kaže kot možen pristop k diferenciaciji drugih 
populacij celic, zlasti T celic, v Treg, s čimer bi lahko nadomestili manjše število le teh ter 
poskušali zdraviti ali vsaj lajšati posledice avtoimunskih bolezni. Nedavni razvoj 
CRISPR/Cas9 tehnologije se predstavlja kot močno orodje za natančno  manipulacijo 
genomov. Medtem ko naravno prisoten protein Cas9 deluje kot nukleaza, se s substitucijo 
dveh aminokislin proteina lahko ustvari katalitično neaktiven protein Cas9 (dCas9), na 
katerega se lahko nadalje dodaja aktivatorske ali represorske proteinske domene. S 
spreminjanjem 20nt dolgega zaporedja vodilne RNK molekule (sgRNA) je možno 
pripeljati dCas9, z dodano regulatorno domeno, v bližino želenega zaporedja na genomu 
ter s tem aktivirati ali zavreti izražanje tarčnega gena.  
V pričujoči magistrski nalogi smo želeli aktivirati izražanje gena FOXP3 s privedenjem 
proteina dCas9, z dodano aktivatorsko domeno VP16 ali VPR, do ključnih regulatornih 
regij gena FOXP3. Za potrebe naloge smo ustvarili nabor 24 sgRNA molekul, ki so ciljale 
mesta znotraj regije glavnega promotorja, CNS1, CNS2, CNS3 ter ojačevalna elementa 
navzgor od mesta začetka transkripcije Cage1 in Cage2. V nalogi smo želeli določiti katero 
regijo ali kombinacijo regij je najprimerneje ciljati za najvišjo povišanje izražanja. Za ta 
namen smo merili spremembo izražanja FOXP3 po transfekciji s primerjalno Ct metodo.  
Po prvotnih poskusih, pri katerih smo optimizirali izbor oligonukleotidov začetnikov za 
kontrolni gen in gen FOXP3 ter specifičnost izbranih oligonukleotidov začetnikov, smo 
začeli s poskusi transfeciranja celic HEK293 s plazmidi za dCas9:VPR ter sgRNA za 
posamezno regulatorno regijo. Najvišje povišanje smo dosegli pri ciljanju regij glavnega 
promotorja, Cage1 in CNS3. Po dodatnih poskusih smo zaključili, da smo najvišje 
povišanje izražanja dosegli z uporabo sgRNA 18, ki se nahaja znotraj regije Cage1, ter 
sgRNA1, ki se nahaja znotraj glavnega promotorja.  Pri tem smo dobili tudi do 100 kratno 
povišanje izražanja FOXP3 v primerjavi z negativnimi kontrolami. 
Da pa bi preverili ali FOXP3 nadalje vodi v izražanje svojih tarčnih genov skladno z 
izražanjem genov v celicah Treg, smo po transfekciji celic z dCas9:VPR in sgRNA18 
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preverili še izražanje nekaterih ključnih tarčnih genov proteina FOXP3. Rezultati so 
pokazali ujemanje izražanja nekaterih tarčnih genov z izražanjem v Treg, kot so PI16, 
CTLA-4, IL2RA in PTPRC, ki imajo pomembno vlogo pri imunosupresivnem delovanju 
celic Treg. Na izražanje nekaterih tarčnih genov pa, po naših rezultatih sodeč, FOXP3, tudi 
po aktivaciji njegovega izražanja, ni imel vpliva. 
Možni razlog za nespremenjeno izražanje nekaterih tarčnih genov proteina FOXP3 je 
urejenost genoma naših delavnih celic, HEK293T. Te imajo povsem drugačne epigenetske 
modifikacije od timocitov, iz katerih se Treg celice razvijejo. FOXP3 zato morda, kljub 
močnemu izražanju, ni uspel priti v bližino tarčnih genov zaradi strukture kromatina ali 
metilacije DNK. Prav tako FOXP3 pri vodenju izražanja tarčnih genov pogosto sodeluje z 
drugimi transkripcijskimi dejavniki, brez katerih FOXP3 sam ne more nadzorovati 
izražanja nekaterih tarčnih genov. Zaradi specifičnih epigenetskih modifikacij znotraj celic 
HEK293T drugi potrebni transkripcijski faktorji morda niso prisotni, zaradi česar FOXP3 
ne more vplivati na njihovo izražanje. 
Kljub nepopolnemu ujemanja izražanja tarčnih genov od transkripcijskega faktorja FOXP3 
z izražanjem v celicah Treg, se je metoda aktivacije izražanja FOXP3 z uporabo 
dCas9:VPR in primerne sgRNA izkazala za izredno učinkovito in močno orodje. Naši 
poskusi prav tako nakazujejo pomembnost ciljanja regij izven področja glavnega 
promotorja za močno aktivacijo izražanja. V prihodnje bi bilo potrebno poskuse razširiti na 
uporabo drugih tipov celic, ki bi bile, zaradi drugačnih epigenetskih modifikacij, bolj 
nagnjene  k diferenciaciji v Treg. Prav tako bi lahko za uspešno diferenciacijo v Treg, 
poleg FOXP3, poskušali aktivirati izražanje tudi drugih transkripcijskih faktorjev, ki lahko 
k temu pripomorejo. Kot zanimive tarče se na podlagi pregleda literature zlasti kažejo geni 
za transkripcijske faktorje Eos, IRF4, GATA-1, Lef1 in Satb1 (Fu in sod., 2012). Poleg 
tega bi bilo za zagotovitev stabilnega izražanja FOXP3 zanimivo prav tako poskusiti 
demetilirati regulatorno regijo CNS2, saj je demetilacija slednje pomemben pogoj za 
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Regija osrednjega promotorja (Core) ter regulatorne regije CNS1, CNS2, CNS3, Cage1 in Cage2 










































































Praznik A. Razvoj umetnih transkripcijskih dejavnikov na osnovi ... Cas9 za regulacijo regulatornih T-celic.  







nadaljevanje Priloge A: Promotorska regija Core ter regulatorne regije CNS1, CNS2, CNS3, Cage1 
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Izbrani sgRNA konstrukti za vsako regijo ter njihova nukleotidna zaporedja 
Ime regulatorne 
regije Nukleotidno zaporedje sgRNA za vezavo na tarčno zaporedje Ime sgRNA 
Core 
TGTGTGCGCTGATAATCACGGGGT sg1t 
TGCTTGAACTACCCGGCGAGGGGA  sg2t 
TCCCCATTGCTTGAACTACCCGGC  sg3nt 
TCCCTATAGATGGAATTGATATGG  sg4nt 
CNS1 
ATAGGGCTTGGGGTGACGCTGGGT  sg5t 
AAAATCACACATAGGGCTTGGGGT sg6t 
TCCAGTACCCACACTCTTAACCTC sg7nt 




GCCGGATGCGCCGGGCTTCATCGA  sg11nt 
ACCCCACCCCACAGGTTTCGTTCC  sg12nt 
CNS3 
AGGTCGGCACCTGTAGGTCCAGGT sg13t 
AGACAGGGATTGGGAGGTCGGGGA  sg14t 
GCCACAGTAAAGGTCGGCACCTGT  sg15nt 
Cage1 
TAACAGATGTCACGGCATGTGGGA  sg16t 
CAAGACTGGCTTCAGACCTGGGGA  sg17t 
CCCCAACCTTCTAAGCCCTCGTAA  sg18nt 




TCCTGCGTAATTATAAACCAGGCC  sg22nt 
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Vrednosti Cp za kontrolne gene SDHA, RPL13A in GAPDH2 
Vzorec SDHA RPL13A Gapdh2 
Vzorec 2 (YFP) 24.59 21.83 20.04 
Vzorec 4 (rnd sgRNA + VPR) 26.1 23.28 21.96 
Vzorec 13 (Core + VPR) 26.44 22.75 22.18 
Vzorec 14 (CNS1 + VPR) 27.69 23.76 23.76 
Vzorec 15 (CNS2 + VPR) 26.83 22.28 22.575 
Vzorec 16 (CNS3 + VPR) 27.73 23.39 23.935 
Vzorec 17 (Cage1 + VPR) 26.42 22.39 21.975 
Vzorec 18 (Cage2 + VPR) 25.09 21.58 20.95 
Vzorec 19 (rnd KRAB) 27 23.26 22.795 
Vzorec 21 (Core KRAB) 24.34 20.86 19.765 
Vzorec 22 (CNS1 KRAB) 24.04 21.35 19.845 
Vzorec 23 (CNS2 KRAB) 26.71 21.29 20.87 
Vzorec 24 (CNS3 KRAB) 26 22.27 21.495 
Vzorec 25 (CAGE1 KRAB) 25.08 23.6 20.44 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov FOXP3 F2 in R2 ter FOXP3 F3 in R3. 
Vzorci si sledijo v vrstnem redu: pcDNA3 (1), dCas9:VP16 (2), dCas9:VPR (3), sgRNA 1 + 
dCas9: VP16 (4), sgRNA 2 + dCas9:VP16 (5), sgRNA 1 + dCas9:VPR (6), sgRNA 2  + 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov RPL13A F1 in R1 ter SDHA F1 in R1. 
 Vzorci si sledijo v vrstnem redu: pcDNA3 (1), dCas9:VP16 (2), dCas9:VPR (3), sgRNA 1 + 
dCas9: VP16 (4), sgRNA 2 + dCas9:VP16 (5), sgRNA 1 + dCas9:VPR (6), sgRNA 2  + 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov GAPDH F1 in R1. 
Vzorci si sledijo v vrstnem redu: YFP (1), rnd sgRNA + dCas9:VP16 (2), dCas9:VP16 (3), sgRNA 
1 + dCas9:VP16 (4), sgRNA 2 + dCas9:VP16 (5), sgRNA 3 + dCas9:VP16 (6), sgRNA 4 + 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov FOXP3 F5 in R5. 
Vzorci si sledijo v vrstnem redu: YFP (1), rnd sgRNA + dCas9:VP16 (2), dCas9:VP16 (3), sgRNA 
1 + dCas9:VP16 (4), sgRNA 2 + dCas9:VP16 (5), sgRNA 3 + dCas9:VP16 (6), sgRNA 4 + 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov FOXP3 F6 in R6. 
Vzorci si sledijo v vrstnem redu: standard (S), MQ, netransfecirane HEK293T celice (1), YFP (2), 
rnd sgRNA + dCas9:VP16 (3), rnd sgRNA + dCas9:VPR (4), dCas9:VP16 (5), dCas9:VPR (6), 
multi Core sgRNA + dCas9:VP16 (7), multi CNS1 sgRNA + dCas9:VP16 (8), multi CNS2 sgRNA 
+ dCas9:VP16 (9), multi CNS3 sgRNA + dCas9:VP16 (10), multi Cage1 sgRNA + dCas9:VP16 
(11), multi Cage2 sgRNA + dCas9:VP16 (12), multi Core sgRNA + dCas9:VPR (13), multi CNS1 
sgRNA + dCas9:VPR (14), multi CNS2 sgRNA  + dCas9:VPR (15), multi CNS3 sgRNA + 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov FOXP3 ex 1-2. 
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Slika agaroznega gela po elektroforezi vzorcev pomnoženih na qPCR napravi ob uporabi 
oligonukleotidov začetnikov GAPDH F2 in R2. 
Nanos vzorcev 1-18 je enak kot v prilogi H 
 
 
 
 
 
 
 
 
